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Pedložená diplomová práce se zabývala studiem biologicky aktivních látek, a to zejména 
rzných typ sacharid v cereálních výrobcích. V rámci experimentální ásti bylo použito 
celkem 29 rzných reálných vzork obilných materiál, odpadních potravináských produkt i 
reálných pírodních matric (mikrobiální polysacharid, med, pivo). Souástí práce bylo 
zavedení a optimalizace analytických metod vhodných ke stanovení jednoduchých cukr, 
polysacharid a glykosid. Ve vzorcích byly analyzovány redukující a celkové sacharidy 
spektrofotometricky a individuální sacharidy pomocí chromatografických metod. V rámci 
optimalizace byla navržena vhodná mobilní fáze a chromatografické podmínky HPLC/RI pro 
separaci mono- a disacharid (acetonitril:voda 75:25, 1 ml/min, kolona C18-NH2) rovnž pro 
separaci smsi oligosacharid. Dále byla optimalizována separace sacharid metodou TLC. 
Poté byly zavedené metody aplikovány na analýzu reálných vzork. Jako modelový sacharid 
k ovení metod byl použit pírodní mikrobiální polysacharid pullulan. V cereálních výrobcích 
a potravináských matricích byly analyzovány celkové a redukující sacharidy a dále produkty 
kyselé a enzymové hydrolýzy. Zavedené metody byly využity také k podrobnjšímu 
stanovení obsahu sacharid pítomných v glykosidech. Jako nejvhodnjší metoda pro 
kvalitativní i kvantitativní analýzu sacharid pítomných v cereálních materiálech se osvdila 
metoda HPLC/RI. K detailní identifikaci  maltooligosacharid byla testována i tandemová 
metoda LC/MS/MS s využitím derivatizace 1-fenyl-3-methyl-5-pyrazolonem.  
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ABSTRACT  
Presented diploma thesis was focused on study of biologically active compounds, especially 
some sugars in cereal products. In experimental part the total of 29 different cereal materials, 
food industry waste products and natural complex matrixes (microbial polysaccharide, honey, 
beer) were used. As a part of this work optimization of analytical methods suitable for 
analysis of simple sugars, oligo- and polysaccharides was done. In cereal samples reduced 
and neutral sugars were analyzed spectrophotometrically and individual sugars were 
detected by chromatography. For HPLC/RI analysis optimal mobile phase composition and 
chromatography conditions were proposed. For mono- a oligosaccharides C18-NH2 sorbent, 
mixture acetonitril:water 75:25 as mobile phase and flow 1 ml/min were verified as suitable 
separation parameters. Thin layer chromatography of mono- and oligosaccharides was 
optimized too. Introduced chromatography and spectrophotometry methods were then 
applied to analysis of cereal samples. As a model sugar natural microbial polysaccharide 
pullulan was used to analytical method testing. In cereal products and food matrixes total 
neutral and reduced sugars as well as products of their acid and enzyme hydrolysis were 
measured. Detailed analysis of some glycoside composition was tested too. As the most 
usable method for both qualitative and quantitative analysis of cereal sugars HPLC/RI 
method was found. To detailed identification of malto-oligosacharides tandem LC/MS/MS 
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1 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOL 
 
HPLC High-performance liquid chromatography 
UV Ultrafialová oblast svtla 
RF Retenní faktor 
MS Mass spectrometry 
UV Ultrafialová oblast svtla 
VIS Viditelná oblast svtla 
DP Degree of polymerization 
TEPA Tetraethylenpentamin 










2 ÚVOD  
 
Cereální potraviny a výrobky patí k základním složkám nejen lidské výživy, ale slouží jako 
zdroj energie pro vtšinu živých organism vetn mikroorganism. Jako cereální produky 
se oznaují rostlinné potraviny získané z obilovin a dalších typ kulturních plodin a 
rostlinných druh. Hlavní a souasn nejpoetnjší skupinou biologicky aktivních látek 
v cereálních výrobcích jsou sacharidy rzných typ, v menší míe jsou zde obsaženy 
proteiny,fenolické látky, vitaminy a další složky.  
Sacharidy hrají roli ve všech formách života. V pírod vznikají v bu	kách fotoautotrofních 
organism asimilací vzdušného oxidu uhliitého v pítomnosti vody a za využití energie 
sluneního svtla (fotosyntézou). Heterotrofní organismy získávají potebné sacharidy 
z organism autotrofních nebo z nesacharidových substrát jako jsou nkteré aminokyseliny, 
hydroxykyseliny, glycerol a jiné látky. Sacharidy jsou stálou složkou všech bunk. 
V živoišných tkáních bývá obsah sacharid jen nkolik procent, v rostlinných pletivech tvoí 
bžn 85-90 % sušiny.  
Sacharidy plní v pírod rzné funkce. Pedevším jsou využívány jako zásobárna a zdroj 
energie, jsou základními stavebními jednotkami mnoha bunk (vytváejí základní stavební 
struktury bunných stn rostlin, hub nebo bakterií) a chrání je ped psobením vnjších 
vliv. Sacharidy jsou biologicky aktivními látkami (nap. oligosacharidy mléka) nebo složkami 
mnoha biologicky aktivních látek jako jsou glykoproteiny, nkteré koenzymy, hormony i 
vitamíny. Sacharidy se v pírod vyskytují ve volné i vázané form.  
Sacharidy jsou jednou z hlavních souástí potravy. Sledování obsahu sacharid 
v potravinách má velký význam z hlediska výživové, senzorické i technologické hodnoty 
potravin. Fyzikáln-chemické vlastnosti potravin jako sladkost, vzhled, stabilita i textura 
závisí na typu a koncentraci pítomných sacharid. Sacharidy rovnž ovliv	ují efektivitu 
zpracování potravin. Znalost kvalitativní i kvantitativní distribuce sacharid v potravin 
napomáhá ke stanovení kvality, zralosti a autentinosti potraviny, skladovacích podmínek 
apod. 
Sacharidy jsou znan reaktivní složky potravin. Mezi nejbžnjší a souasn 
nejvýznamnjší reakce sacharid probíhající pi skladování a zpracování potravin se adí 
reakce s aminosloueninami tzv. reakce neenzymového hndnutí neboli Maillardovy reakce. 
Cílem pedložené práce je stanovení biologicky aktivních látek, zejména rzných typ 
sacharid, ve vybraných druzích cereálních produkt. Souástí práce je zejména zavedení a 
optimalizace analytických metod vhodných ke stanovení jednoduchých cukr, polysacharid 
a glykosid. 
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3 TEORETICKÁ ÁST 
 
3.1 Sacharidy – obecná ást  
Jako sacharidy se oznaují polyhydroxyaldehydy a polyhydroxyketony, které obsahují 
minimáln ti alifaticky vázané atomy uhlíku. Do této skupiny se také zaazují látky, ze 
kterých vznikají sacharidy hydrolýzou a sloueniny, které ze sacharid vznikají substituními, 
oxidaními nebo redukními reakcemi.  
Sacharidy se rozdlují podle nkolika rzných kritérií. Základní rozdlení sacharid je 
založeno na potu sacharidických jednotek, které jsou vázány v molekule. Takto se 
sacharidy dlí na monosacharidy, složené pouze z jediné sacharidické jednotky, 
oligosacharidy složené ze dvou až deseti stejných nebo rzných sacharidických jednotek a 
polysacharidy, skládající se z více než deseti sacharidických jednotek [1].  
 
3.2 Monosacharidy 
Monosacharidy se podle pítomné funkní karbonylové skupiny dlí na dv skupiny. 
Aldosy (obr. 1), které v molekule obsahují aldehydickou skupinu a ketosy (obr. 2), obsahující 
v molekule ketonickou skupinu. 
 
    
 
Obr. 1 Aldehydická skupina   Obr. 2 Ketonická skupina 
 
Monosacharidy se mohou dále rozdlovat podle potu atom uhlíku v etzci na 
triosy (3), tetrosy (4), pentosy (5), hexosy (6) atd. [1]. 
Monosacharidy se obvykle vyskytují v lineární form, bu
 jako acyklické látky (látky 
s volnou karbonylovou skupinou) nebo jako cyklické hemiacetaly taktéž oznaované jako 
poloacetaly i laktoly. Triosy se vyskytují výhradn v acyklické form, vyšší monosacharidy 
existují pevážn v ptilenných (furanosových) nebo šestilenných (pyranosových) 
strukturách, výjimen také v sedmilenných cyklech [1].  
Vzhledem k existenci center chirality mžeme odvodit od každého typu 
monosacharidu s x asymetrickými atomy uhlíku 2x stereoisomerních forem [2]. 
Podle postavení –H a –OH na asymetrickém uhlíku v sousedství skupiny –CH2OH je 
adíme podle konvence do ady D a L (obr. 3), piemž pírodní monosacharidy patí 
vtšinou do ady D [2]. 
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Obr. 3 Optické isomery D-Glukosa a L-Glukosa 
 
3.2.1 Pírodní monosacharidy 
Ve volné form se v biologických systémech vyskytuje jen malý poet 
monosacharid, obsahujících od tí do sedmi atom uhlíku. Mezi nejdležitjší 
monosacharidy patí hexosy, a to zejména glukosa, fruktosa a galaktosa. Tyto nejdležitjší 
a nejrozšíenjší monosacharidy jsou stavebními jednotkami mnoha oligosacharid, jako 
jsou sacharosa, laktosa nebo maltosa a rovnž polysacharid, nap. škrobu.  
 
Glukosa 
D-glukosa je také známá pod pojmem hroznový cukr nebo dextrosa. Je základním 
monosacharidem v metabolismu i zdrojem energie živoich a rostlin. Volná D-glukosa bývá 
spolen s D-fruktosou nejvíce zastoupeným monosacharidem ve vtšin potravin. Nachází 
se ve volné form v etných sladkých plodech, vinných hroznech, velím medu aj. Je také 
obsažena i v krvi živoich. Vyrábí se nejastji kyselou nebo enzymovou hydrolýzou 
škrobu, lze ji také vyrábt hydrolýzou sacharosy. 
L-glukosa byla v pírod nalezena pouze jako složka nkterých pírodních antibiotik a 
doposud se získává pevážn synteticky.  
 
Fruktosa 
Fruktosa je dalším dležitým monosacharidem, který se hojn vyskytuje v pírod, a 
to tém výhradn v konfiguraci D. Volná se D-fruktosa nachází zejména v ovoci nebo medu, 
je také stavební jednotkou mnoha oligo- i polysacharid, jako nap. oligofruktosid i 
inulinu. D-fruktosa je nejsladším pírodním cukrem. Je dobe rozpustná ve vod a stáí 
rovinu polarizovaného svtla vlevo, proto se pro ni používá synonymum levulosa. [1]. 
 
Galaktosa a manosa 
D-mannosa je základní stavební jednotkou skupiny polysacharid, galaktomannan, 
ze kterých se také získává hydrolýzou. Spolen s D-mannosou se v tchto polysacharidech 
vyskytuje také galaktosa. D-galaktosa se vyrábí z laktosy, disacharidu, který je tvoen práv 
D-galaktosou a D-glukosou. Rovnž nkteré další oligosacharidy v mléce obsahují vedle L-
fukosy a D-glukosy i D-galaktosu [3]. 
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3.2.2 Deriváty monosacharid 
Mezi nejdležitjší deriváty monosacharid patí:  
 
Hexosaminy (aminocukry) 
Hexosaminy vznikají náhradou hydroxylové skupiny na C2 sacharidu aminoskupinou, 
která bývá asto acetylována. Jsou souástí nkterých polysacharid a sacharidových 
složek glykoprotein. 
 
Karboxylové kyseliny monosacharid 
Tyto deriváty se dále dlí na aldonové kyseliny, které vznikají pi oxidaci aldehydové 
skupiny na karboxylovou, dále uronové kyseliny, vznikající oxidací primární alkoholové 
skupiny (pi zachování aldehydové skupiny) a nakonec aldarové kyseliny, které vznikají 
oxidací jak primární tak i aldehydové skupiny.  
 
Cukerné polyalkoholy (alditoly) 
Alditoly vznikají enzymovou redukcí oxoskupiny monosacharid. 
 
Estery sacharid 
Estery sacharid jsou dležitými meziprodukty metabolismu sacharid, obsahují 
jednu nebo dv vázané molekuly kyseliny fosforené. 
 
Deoxycukry 




Jako oligosacharidy se oznaují oligomery monosacharid vznikající spojením dvou 
až deseti monosacharidových jednotek glykosidickou vazbou. Podle potu 
monosacharidových jednotek je lze dlit na di-, tri-, tetra-, až dekasacharidy. Nejastji se 
v oligosacharidech vyskytují hexosy. Glykosidická vazba vzniká kondenzací  nebo  
anomerní hydroxylové skupiny monosacharidu s libovolnou hydroxylovou skupinou stejného 
nebo jiného monosacharidu. Pokud vzájemn kondenzují dv poloacetalové hydroxylové 
skupiny, vzniklý disacharid neobsahuje anomerní hydroxylovou skupinu a nazývá se 
neredukující (obr. 4). Jestliže je v molekule oligosacharidu alespo	 jedna z poloacetalových 
skupin, která není zapojená do glykosidické vazby, neztrácí oligosacharid redukující 
schopnost a projevuje se u nj mutarotace [4]. Takovéto oligosacharidy se oznaují jako 












   
 
Obr. 4  Neredukující sacharid    Obr. 5 Redukující sacharid 
 
K nejvýznamnjším oligosacharidm vyskytujícím se v potravinách, patí oligomery  
D-glukosy neboli glukooligosacharidy, kde je glukosa jediným nebo pevládajícím 
monosacharidem. Další významnou skupinou jsou fruktooligosacharidy a 
galaktooligosacharidy. 
Mezi glukooligosacharidy se adí velké množství di-, tri-, a vyšších oligosacharid, 
které se bžn vyskytují v potravinách nebo se používají jako aditivní látky. 
Nejvýznamnjším pedstavitelem je 4-O--D-glukopyranosyl-D-glukopyranosa s triviálním 
názvem maltosa (obr. 6). Maltosa je redukujícím sacharidem a je snadno produkována 




Obr. 6 Strukturní vzorec maltosy 
 
Nejrozšíenjším fruktooligosacharidem je O--D-fruktofuranosyl--D-glukopyranosid, 
neboli sacharosa (obr. 7). Sacharosa, nazývaná také epný nebo ttinový cukr, je 
nejvýznamnjší zástupce neredukujících disacharid. Je velmi rozšíená, používá se jako 








Základním zástupcem galaktooligosacharid je redukující disacharid  
O-β-D-galaktopyranosyl-β-D-glukopyranosa s triviálním názvem laktosa (obr. 8), vyskytující 









Jsou to sloueniny tvoené kondenzací hydroxylové skupiny na anomerním uhlíku 
(poloacetalový hydroxyl) monosacharidu nebo monosacharidového zbytku a druhé 
sloueniny, která mže, ale nemusí být jiným monosacharidem [6]. Je-li reagující 
sloueninou jiný cukr, vzniká homoglykosid. Homoglykosidy jsou oligosacharidy a 
polysacharidy, které jsou bžnými složkami potravin. V pípad, že je složkou reagující 
s poloacetalovým hydroxylem necukerný zbytek, mluvíme o heteroglykosidech. Necukerná 
ást molekuly glykosidu je oznaována jako aglykon. Cukernou ástí heteroglykosid bývá 
nejastji monosacharid (D-glukosa, D-galaktosa nebo  D-xylosa), pípadn oligosacharid, 
glykosidicky vázanou necukernou složkou pak nejrznjší alifatické nebo aromatické látky, 
alkoholy, fenoly, isoprenoidy, thiosloueniny aj. Jedná se o látky pevážn rostlinného 
pvodu [2]. 
Reakcí poloacetalové hydroxylové skupiny sacharidu s hydroxysloueninami vznikají  
O-glykosidy. Jako pirozené složky se v potravinách vyskytují také S-glykosidy neboli 
thioglykosidy. Dusíkatá analoga glykosid jsou N-glykosidy (glykosylaminy). Ty se vyskytují 




Polysacharidy (taktéž oznaované jako glykany) jsou polymery monosacharid. 
Stejn jako oligosacharidy jsou tvoeny monosacharidovými jednotkami s lineárním nebo 
vtveným uspoádáním s tím rozdílem, že poet jednotek musí být vtší než deset. Poet 
monosacharidových jednotek v polysacharidech, oznaovaný jako stupe	 polymerizace 
(DP), je rozmanitý. Pouze nkolik polysacharid má stupe	 polymerizace menší než sto, u 
vtšiny se stupe	 polymerizace pohybuje v rozmezí nkolika set až tisíc. 
Jedná se tedy zejména o makromolekulární sloueniny, které jsou jen velmi málo 
rozpustné ve vod, nebo jsou nerozpustné. Vtšina v pírod se vyskytujících sacharid jsou 
polysacharidy. 
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Jestliže jsou polysacharidy tvoeny strukturními jednotkami stejného typu monomeru, 
jedná se o homopolysacharidy i homoglykany.  Píkladem jsou celulosa nebo škrob, které 
se skládají pouze z D-glukosových jednotek. Pokud jsou polysacharidy tvoeny dvma nebo 
více odlišnými monosacharidovými jednotkami, jedná se o heteropolysacharidy i 
heteroglykany. Polysacharidy obsahující dv rzné monosacharidové jednotky se nazývají 
diheteropolysacharidy, ty, které obsahují ti odlišné jednotky se nazývají 
triheteropolysacharidy atd. [5]. 
etzce polysacharid mohou být lineární nebo cyklické. Polysacharidy s lineárními 
etzci mohou být dále dleny podle toho, zda mají etzce vtvené i nikoliv. Z obrovského 
potu teoreticky možných kombinací existuje v pírod jen omezený poet polysacharid (asi 
300). Stavebními jednotkami homopolysacharid jsou nejastji pentosy, hexosy a 
glykuronové (alduronové) kyseliny. Píslušné polymery se nazývají pentosany, hexosany 
nebo glykuronany. Nejrozšíenjší jsou homopolymery D-glukosy (polyglukosy, glukany). 
Polysacharidy se v pírod vyskytují nejen ve volné form, ale také vázané na lipidy, 
peptidy a bílkoviny. Tyto komplexní struktury jsou azeny mezi konjugované (složené) 
sacharidy. Prostorová struktura polysacharid je urována nejen konformací jednotlivých 
stavebních jednotek, ale také jejich vzájemnou prostorovou orientací. 
Polysacharidy jsou polydisperzní látky, nebo jsou smsí polymer o rzném stupni 
polymerace, a mají tedy uritou prmrnou molekulovou hmotnost. V potravinách 
polysacharidy pispívají k formování textury a ovliv	ují i další organoleptické vlastnosti 
potravin. Rozpustné polysacharidy slouží v mnoha odvtvích potravináského prmyslu a 
v dalších oborech jako plnidla, zahušovadla, zvyšují viskozitu výrobk, psobí jako 




Jedná se o nejvýznamnjší zásobní polysacharid rostlin (obr. 9), sloužící jako 
pohotová zásoba glukosy. Na rozdíl od strukturních polysacharid, které jsou souástí 
bunných stn, se škrob nachází v organelách cytoplasmy nazývaných plastidy. Je uložen 
v nerozpustných micelách nazývaných škrobová zrna, nebo škrobové granule. Škrob se 
nachází v semenech (obilí), v hlízách (brambory) a v dalších nejrznjších plodech. Škrob je 
glukan, který se skládá ze dvou makromolekul, z amylosy a amylopektinu. Amylosa je 
tvoena nevtveným etzcem glukos, které jsou vázány vazbami -(1, 4), je rozpustná ve 
vod a její relativní molekulová hmotnost se pohybuje v širokém rozmezí od 40 do 150 tisíc. 
Molekula amylopektinu se skádá z D-glukosových jednotek vázaných -(1, 4) vazbami, 
z nichž se oddlují vazbou -(1,6) postranní etzce. Výjimen se mohou vyskytnout také -
(1, 3) vazby. Amylopektin je nerozpustný ve vod a jeho molekulová hmotnost se pohybuje 





Obr. 9 Chemická struktura škrobu 
 
Hlavními zdroji škrobu v potravinách i jeho prmyslovými zdroji jsou v našich 
podmínkách brambory a obiloviny, zejména pšenice, žito, jemen, oves, kukuice a rýže. 
Obilná zrna obsahují od 40 do 90%  škrobu v sušin. Obsah škrobu a jeho složení ve 
významných zdrojích uvádí tabulka 3.1. 
 
Tab. 3.1 Obsah škrobu a jeho složení ve významných zdrojích [1] 
 
Potravina Škrob (%) Amylasa (%) 
pšenice 59 – 72 24 – 29 
žito 52 – 57 24 – 30 
jemen 52 – 62 38 – 44 
oves 40 – 56 25 – 29 
kukuice 65  – 75 24 – 26 
rýže 70 – 80 8 – 37 
brambory 17 – 24 20 – 23 
 
3.4.2 Hydrolýza škrobu 
V minulosti se hydrolýza škrob provádla výhradn kyselinami. V souasné dob se škrob 
hydrolyzuje kyselinami, enzymy (bžn úinkem nkolika rzných enzym) nebo 
kombinovanými zpsoby (kyselinami parciáln hydrolyzovaný škrob se hydrolyzuje 
enzymov) [1]. 
 
3.4.2.1 Kyselá hydrolýza škrobu 
Pi hydrolýze vodné suspenze škrobu za katalytického úinku kyselin a zvýšené 
teploty dochází ke štpení glykosidových vazeb -D-(1, 4) a -D-(1, 6), piemž vazby 1-6 se 
hydrolyzují pibližn tyikrát rychleji. Toto štpení je zcela nepravidelné a v prbhu 
hydrolýzy vzniká sms pechodných sacharidických produkt s rzným polymeraním 
stupnm. Mimoto však probíhají i dv nežádoucí vedlejší reakce, a to reverze glukosy 
(zptná polymerace) a dále dehydratace glukosy na hydroxymethylfurfural, který se mže 
dále rozkládat na kyselinu levulovou a mravení. Prbh kyselé hydrolýzy škrobu závisí na 
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jakosti a druhu škrobu, jeho poátení koncentraci, druhu a koncentraci použité kyseliny a 
v neposlední ad na reakní teplot a dob jejího psobení..  
 
3.4.2.2 Enzymová hydrolýza škrobu 
Enzymová hydrolýza poskytuje obdobné produkty jako kyselá hydrolýza (dextriny, 
maltooligosacharidy, maltosu, glukosu), ale vznikající produkty jsou lépe definovány a proces 
lze lépe regulovat. 
Škrob mže být biochemicky hydrolyzován tzv. amylolytickými enzymy, které se 
souhrnn nazývají amylasy. Podle specifické schopnosti a zpsobu štpení jednotlivých 
druh glykosidických vazeb pak rozlišujeme -amylasy, -amylasy, amyloglukosidasu nebo 
pullulanasy, isomaltasu, pípadn glukosaisomerasu [7]. 
-amylasa je enzym, který zpsobuje štpení molekul amylosy i amylopektinu 
v libovolném míst tzce a v pípad amylopektinu mže odštpovat glukózu jak z volných 
koncových tzc, tak také ve vtvené struktue za vazbami -(1, 6). Enzym tedy štpí 
výhradn -(1, 4) glykosidické vazby. Pi štpením škrobu tímto enzymem dochází ke vzniku 
smsi oligosacharid o rzném stupni polymerace, dále pak vzniká maltosa, glukosa a na 
rozvtvení amylopektinu i isomaltosa a panosa. Psobením -amylasy pomalu stoupá obsah 
redukujících látek a naopak klesá viskozita. Proto bývá asto oznaována jako enzym 
ztekucující. 
-amylasa štpí taktéž pouze -(1, 4) vazby, narozdíl od -amylasy však psobí 
z vnjšku makromolekul amylosy a amylopektinu. Jejím psobením tedy dochází 
k postupnému odštpování molekul maltosy od neredukujících konc polymerních etzc. 
Pi hydrolýze amylopektinu však -amylasa není schopna pekonat -(1, 6) glykosidické 
vazby, což vede k tomu, že není schopna škrob hydrolyzovat úpln a zstává dále tímto 
enzymem nehydrolyzovatelný tzv. -limitní dextrin. Pi hydrolýze škrobu -amylasou rychle 
stoupá obsah redukujících látek a pomalu klesá viskozita, tudíž tento enzym oznaujeme 
jako zcukující [8]. 
Amyloglukosidasa hydrolyzuje vazby -(1, 4) i -(1, 6) vazby, piemž vazba -(1, 6) 
se štpí pomaleji. Hydrolýza probíhá od neredukujícího konce etzce po jedné glukosové 
jednotce, která je též koneným produktem totální hydrolýzy. Pullulanasa a isomaltasa štpí 
vazby -(1, 6) v amylopektinu, takže po skonení hydrolýzy zbývají v roztoku pouze lineární 
etzce amylosy [7]. 
 
3.4.3 Neškrobové polysacharidy 
 
Celulosa 
Celulosa je podobn jako škrob vytváena z polymer tvoených etzci glukosových 
jednotek, které jsou na rozdíl od škrobu spojeny vazbou -(1, 4). Celulosová vlákna spolu 
s dalšími neškrobovými polysacharidy tvoí bunné stny a v rostlinách jsou základním 
stavebním materiálem fixujícím rostlinná pletiva. V obilkách jsou tyto látky ve vyšších 
koncentracích pítomny zejména ve vrchních obalových vrstvách a jejich význam pro lidskou 
výživu byl prokázán relativn nedávno. Tyto neškrobové polysacharidy jsou základem 
vlákniny, která je dležitou souástí potravy psobící preventivn proti cévním chorobám a 
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nádorovým onemocnním. Celulosa je narozdíl od škrobu zcela nerozpusná ve vod a za 
normálních teplot ani výrazn nebobtná. 
 
Pentosany 
Pentosany jsou definovány jako polymery obsahující v molekulách podstatný podíl 
pentos (zejména arabinosy a xylosy), vedle kterých však obsahují ï jiné sloueniny. Jde o 
pestrou skupinu látek, kterou lze v zásad rozdlit na pentosany nerozpustné ve vod, tzv. 
hemicelulosy, jež doprovázejí celulosu v bunných stnách a na rozpustné pentosany 
neboli slizy. Obsah pentosan v obilovinách je velmi rozdílný. Obzvlášt bohaté jsou na n 
žitné mouky (4 – 7%), ve srovnání nap. s pšeninými, kde se vyskytuje pouze 1 – 3% 
pentosan. 
Strukturn se jedná hlavn o polysacharid arabinoxylan s lineárním základním 
etzcem tvoeným jednotkami xylosy, vázanými -(1, 4) vazbami s odvtvenými krátkými 
etzci arabinosy. 
Rozpustné pentosany, pestože v moukách nejsou zastoupeny ve vysokých 
koncentracích, mají svj technologický význam. V tst vytváejí glykoproteiny, tedy 
sloueniny sacharid a bílkovin a mohou tak pispívat k tvorb prostorové struktury tst. 
 
-glukany 
glukany jsou rozpustné polysacharidy obsažené ve vtší míe v jemeni a v ovsu. 
Jejich dnes již všeobecn rozšíený název nebyl zvolen šastn, nebo pesný význam 
tohoto termínu znamená jakýkoliv polysacharid tvoený glukosovými jednotkami spojenými -
vazbami. Obecn vzato tedy zahrnuje i celulosu. 
Ovesné a jené -glukany se liší od celulosy tím, že pibližn ¼ jednotek není 
pipojena svým prvním uhlíkem v molekule na tvrtý uhlík sousední glukosové jednotky, ale 
je pipojena na její tetí uhlík. Podíl vazeb -(1, 4) a -(1, 3) je tedy pibližn 3:1. To 
zpsobuje, že tyto -glukany mohou vytváet vysokoviskozní gely. Hydrokoloidním 
vlastnostem -glukan se piítá mnoho pozitivních efekt jených a ovesných mlýnských 
produkt. Efekty se projevují jednak na zvyšování a prodloužení vlánosti výrobk s jenou 
nebo ovesnou složkou, jednak v píznivém fyziologickém psobení pi trávení výrobk 
obdobn jako žitné pentosany [7].  
 
3.4.4 Pullulan 
Pullulan je extracelulární mikrobiální polysacharid produkovaný druhem 
Aureobasidium pullulans. Základní struktura pullulanu je tvoena -D-glukanovou jednotkou, 
skládající se ze tí glukosových jednotek spojených -(1, 4) glykosidickou vazbou 
v maltotriosové jednotky, jež jsou vzájemn spojeny prostednictvím -(1, 6) vazeb. V malém 
množství (6 – 10%) se ve struktue pullulanu mohou náhodn vyskytovat maltotetrosové 
jednotky pipojené pomocí -(1, 3) glykosidických vazeb [9].  
V závislosti na biosyntéze a procesu purifikace mže vyprodukovaný pullulan 





Obr. 10 základní struktura pullulanu [11] 
 
3.4.4.1 Pullulanasa 
Pullulanasa je enzym schopný hydrolyzovat -(1, 6) glykosidické vazby 
polysacharid. V pullulanu štpí -(1, 6) vazby a produkuje maltotriosu jako konený produkt. 
Jedná se o komern dležitý enzym, který je obecn využíván v procesu sacharifikace 
spolen s nkolika jinými amylolytickými enzymy pro produkci glukosy, maltosy a fruktosy. 
Pi prmyslové výrob tohoto enzymu se preferují mikroorganismy, které vyluují enzym 
extracelulárn a jsou bžn dostupné. 
Aktivita pullulanasy byla stanovena mením množství enzymu potebného k uvolnní 
redukujících sacharid z pullulanu, který byl využit jako substrát. Jedna jednotka pullulanasy 
byla definovaná jako množství enzymu potebné k produkci redukujícího sacharidu, 
odpovídající 1µmolu glukosy za minutu za daných podmínek, vyjádená jako U/ml [12]. 
Pullulanasa je produkována mnoha mikroorganismy zejména pak mnoha druhy rodu 
Bacillus, dále rody Klebsiella, Aerobacter a Micrococcus. Enzymy, které produkují termofilní 
bakterie se oznaují jako pullulanasy typu II a krom štpení -(1, 6) vazeb štpí rovnž i 
vazby -(1, 4). Pullulanasy typu I, které výhradn štpí pouze -(1, 6) vazby jsou 








Obiloviny jsou základní složkou lidské stravy. Uspoádání obilného zrna stejn jako 
zastoupení hlavních chemických složek je u všech obilovin podobné. Drobné rozdíly v jejich 
vlastnostech mají vliv na zpracovatelské vlastnosti obilovin a ástn také na jejich 
výživové vlastnosti. 
Z obilovin se pro lidskou výživu pímo, bez chemického zpracování, používá pouze 
zrno. Botanicky jsou obiloviny azeny mezi traviny, piemž tém všechny známé obiloviny 
patí do eledi lipnicovité. Spolený botanický pvod eledi lipnicovité peduruje jejich 
vzájemnou podobnost, jednak ve struktue a tvorb zrna, tak i v jeho chemickém složení. 
Vlivem rzných klimatických podmínek a bhem staletí šlechtní a pstování došlo 
k vytvoení nkterých odlišností mezi jednotlivými rody a druhy obilovin i mezi odrdami 
jednoho druhu [7]  
Historicky vzniklé široké použití obilovin (produkt obilnin) k lidské výživ 
zabezpeuje dnes rozhodující ást píjm energie z potravin a mnohdy i nemalý podíl na 
celkovém píjmu bílkovin. Pedností obilovin je jejich výhodný pomr obsahu základních 
výživných látek (sacharid a bílkovin) pro výživu lovka i zvíat. Krmné obilí pedstavuje 
jadrné krmivo s vysokou energetickou hodnotou. Krom toho jsou dodavatelem minerálních 
látek a vitamín skupiny B. Další pedností obilovin je též možnost rychlé pípravy pokrm 
z celých nebo loupaných obilek, hlavn kaší. 
Obvykle se všechny obilní druhy rozdlují do dvou skupin, které se liší svými 
morfologickými znaky a fyziologickými vlastnostmi a nároky. Do první skupiny patí pšenice, 
jemen, oves, žito a triticale. Ostatní adíme do skupiny druhé, vtšinou jsou to druhy 
teplomilné a jedná se zejména o kukuici, rýži, irok nebo proso [15].  
 
3.5.1 Chemické složení obilovin 
 
Základními stavebními složkami obilných zrn jsou zejména sacharidy a bílkoviny. 
V malých množstvích jsou v zrnech obsaženy další obvyklé složky jako lipidy, minerální 
látky, a ve velmi malých množstvích jsou pítomny vitaminy, barviva a mnoho dalších složek, 
které mají rzné rstové regulaní a genetické funkce a jsou v obilovinách obsaženy 
v miniaturních množstvích [7]. 
Chemické složení vtšiny obilovin se píliš neliší. Vtší variabilita ve složení je spíše 
mezi jednotlivými odrdami jednoho druhu obilí. Velký vliv na chemické složení zrna, a také 
na vlastnosti jednotlivých složek mají pdní, klimatické a agrotechnické podmínky. Ukázkou 
variability v obsahu rzných složek v zrnu je tabulka 3.2, která sumarizuje rozmezí obsah 
pro každou z hlavních složek tak, jak je uvádí rzní autoi. Píinou této variability je 
skutené kolísání obsahu jednotlivých složek [16].  
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Tab. 3.2 Rozmezí uvádných obsah hlavních složek obilného zrna [16] 
 
Složka Pšenice Žito 
bílkoviny 9,0 – 15,5 8,5 – 13,5 
sacharidy 75 - 82 78 – 86 
vláknina 1,9 – 3,2 1,9 – 3,2 
lipidy 2,0 – 2,8 1,6 – 2,7 
minerálie 2,0 – 3,0 1,8 – 2,3 
 
3.5.2 Sacharidy obilovin 
 
Sacharidy tvoí nejvtší podíl obilného zrna. Lze v nm nalézt velkou škálu rzných 
sacharid od nejjednodušších cukr až po vysokomolekulární polysacharidy [17].  
Monosacharidy, a také nižší oligosacharidy, vznikají degradací škrobu a jsou 
v obilovinách zastoupeny v nízkých koncentracích. Z tchto jednoduchých sacharid se 
v obilném zrnu nejastji vyskytují glukosa, fruktosa a z disacharid maltosa a sacharosa. 
Mono- a disacharidy jsou obsaženy pedevším v klíku, kde mají významné biologické 
funkce. V cereálních výrobcích je obsah monosacharid promnlivý a závisí na stupni 
hydrolýzy škrobu, nebo na množství pípadn pidávaných sacharid [1]  
Z polysacharid pítomných v obilovinách tvoí podstatnou ást škrob. Ten je 
obsažen  zejména v endospermu. Škrob se v obilovinách a rostlinách obecn vyskytuje ve 
form škrobových zrn, která se u jednotlivých druh liší tvarem a velikostí. Z neškrobových 
polysacharid se v zrnu vyskytují pevážn hemicelulosy, uložené pevážn v podobalových 
vrstvách. Tvoí nestravitelnou vlákninu potravy. Jejich hlavní složkou jsou pentosany, mezi 
které patí hlavn arabinosa a xylosa. Souástí obalových vrstev a vlákniny potravy je i 
celulosa. V celozrnných moukách nebo pekaských výrobcích hraje významnou roli pi 
fyziologii trávení a její konzumace psobí preventivn proti cévním chorobám a nkterým 
nádorovým onemocnním. Obsah hlavních polysacharid v pšeniné mouce je uveden 
v tabulce 3.3 [17].  
 
Tab. 3.3 Obsah hlavních polysacharid v pšeniné mouce [1] 
 
Polymer Obsah v % 
škrob 60 – 80 
neškrobové polysacharidy 3 – 11 
   celulosa 0,2 – 3 
   hemicelulosy 2 – 7 
   arabinoxylany 1 – 3 
   -glukany 0,5 – 2 
   xyloglukany 0,2 – 0,4 
   pektiny 0,3 – 0,5 
   glukofruktany 1 – 4 
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3.5.3 Bílkoviny obilovin 
 
Zralá zrna obilovin obsahují podle druh a odrd nejastji 9 – 13% bílkovin v sušin. 
Mezi jednotlivými obilovinami není velký rozdíl v zastoupení jejich základních stavebních 
složek, aminokyselin. Nejvíce zastoupenou aminokyselinou je kyselina glutamová, která je 
pítomna tém výhradn jako glutamin, jehož obsah v zrnu a mouce pedstavuje více než 
jednu tetinu z celkového obsahu aminokyselin. Další významnou aminokyselinou je prolin. 
Obilná bílkovina obsahuje nižší množství esenciální aminokyseliny lysinu, proto je vhodné 
dopl	ovat cereální stravu vhodnými zdroji lysinu, nap. mlénou bílkovinou. 
Z technologického hlediska jsou nejvýznamnjší zásobní proteiny obilovin obsažené 
v endospermu. Jedná se tzv. prolaminy a gluteliny. Prolaminy a gluteliny (gliadin a glutenin) 
nejsou rozpustné ve vod, s pídavkem vody však bobtnají a v pítomnosti vzdušného 
kyslíku vytváejí pevný gel, nazývaný lepek [7]. Základní složení protein v bžných 
obilovinách je uvedeno v tabulce 3.4.  
 
Tab. 3.4 Proteiny obilovin a jejich složení (%) [1] 
 
Složka Pšenice Žito 
albumin 14,7 44,4 
globulin 7,0 10,2 
gliadin 32,6 20,9 
glutelin 45,7 24,5 
 
3.5.4 Polyfenolické látky obilovin 
 
V rostlinách se vyskytují strukturn velmi rznorodé fenolové sloueniny. 
Nejbžnjšími rostlinnými polyfenoly jsou flavonoidy, fenolové kyseliny a ligniny. 
K nejdležitjším zdrojm fenolických slouenin patí z bžn konzumovaných 
rostlinných  potravin zejména ovoce, zelenina a cereálie. Tyto sloueniny jsou dležitou 
skupinou pírodních antioxidant. Jako antioxidanty se oznaují všechny látky, které svou 
pítomností zpomalují až potlaují nežádoucí oxidaní dje a chrání potraviny ped 
nežádoucím psobením volných kyslíkových radikál. 
Flavonoidy jsou velmi rozsáhlou skupinou rostlinných fenol, obsahujících v molekule 
dva benzenové kruhy spojené tíuhlíkovým etzcem. Jedná se o uspoádání C6-C3-C6. U 
vtšiny flavonoid je C3 etzec souástí heterockylického (pyranového) kruhu. Flavonoidy 
jsou tedy odvozeny od kyslíkaté heterocyklické sloueniny zvané flavan. Flavanový skelet se 
skládá ze dvou benzenových kruh a kruhu odvozeného od 2H-pyranu. Bžn bývají 
všechny ti kruhy substituovány hydroxyl- nebo methoxyskupinami a jednotlivé deriváty se 
liší pouze stupnm substituce a oxidace. Vyskytují se jako volné látky nebo astji ve form 
glykosid [18].  
 
Pšenice 
Výskyt fenolických slouenin v zrnech pšenice je pomrn nízký. Fenolické 
sloueniny, zejména kyseliny ferulová, chlorogenová, p-kumarová, vanilinová a kávová, se 
 26 
ve vyšším množství vyskytují v pšeniných otrubách a znan pispívají k celkové 
antioxidaní kapacit pšenice [19].  
 
Pohanka 
Pohanka je dležitým zdrojem protein, škrobu a vitamin. Mimo tchto látek jsou 
pohanková zrna také dležitým pírodním zdrojem rutinu, kvercetinu, kaempferol-3-rutinosidu 
a stopového množství flavonol-triglykosidu. Pohanka obsahuje vtší množství rutinu než 
další rostlinné zdroje. V semenech pohanky se vyskytují z flavonoid hlavn rutin, ve slupce 









Obr. 13 Chemická struktura kvercetinu [21] 
 
Oves 
Oves je zdrojem mnoha slouenin, které vykazují antioxidaní aktivitu. 
Nejvýznamnjší antioxidanty pítomné v ovsu jsou zejména tokoferol, kyselina fytová a 
avenanthramidy, které se vyskytují tém výhradn pouze v ovsu. Dále jsou pítomny také 
flavonoidy a steroly. Tyto antioxidanty jsou nejvíce zastoupeny ve vnjších vrstvách zrn. 
Z fenolových kyselin bylo v ovsu identifikovány kyseliny kávová a ferulová, piemž se 
vyskytují ve form ester s glycerolem, jednoduchými alkoholy nebo hydroxykyselinami. Ve 
stopovém množství se také v ovsu vyskytuje kyselina vanilinová, p-kumarová a  
p-hydroxybenzoová. 
Flavonoidy jsou v ovsu pítomné v malém množství. Vyskytují se zde hlavn ti 
flavony, a to apigenin, luteolin a tricin. Z glykosid se zde vyskytuje glukosid apigeninu a  
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3-O-rutinosid kvercetinu a kaempferolu. Volné flavonoly kvercetin a kaempferol byly 
nalezeny pouze v mouce [22].  
 
3.5.5 Cereální obilné smsi 
 
Cereální obilné smsi lze rozdlit do tí skupin. 
 
Obilné kaše 
Obilné kaše lze vyrábt technologií exruze nebo sušením vhodné suspenze na 
válcových sušárnách. Získané polotovary se dále melou a prosévají. Slouží pro pípravu 
sammostatných pokrm nebo do instantních polévek i omáek. 
 
Obilné vloky 
Vyrábí se z vyištného a hydrotermicky upraveného obilí technologií napaování 
ostrou párou a vlokováním. Oves potravináský a pohanka se ped vlokováním loupou na 
speciálních loupacích strojích. 
 
Musli 
Jedná se o smsi rzných cereálních komponent, sušeného ovoce, oech aj., které 
lze konzumovat v suchém stavu nebo po smíchání s tekutinou (mléko, jogurt). Cereální 
složku tvoí extrudované obilné polotovary a instantní obilné vloky. Obvykle jsou souástí 
tzv. corn flakes – vlokované a restované produkty na bázi kukuiné krupice. Podíl oech a 
sušeného ovoce zvyšuje nutriní hodnotu musli. Sladké varianty obsahují ješt rozinky, 
okoládová zrna aj. Druh musli oznaovaný crunch vzniká po spojení suchých komponent 
sladovým extraktem a fruktosovým sirupem. Výrobek má hrudovitou konzistenci a 
charakteristickou píchu [17]  
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3.6 Analýza sacharid 
3.6.1 Možnosti detekce sacharid 
 
Sacharidy jsou látky, jejichž separace a stanovení jsou pomrn nároné úkoly. 
Dvodem je existence mnoha podobných struktur, množství isomer a schopnost zaujímat 
rzné anomerní konfigurace. Oligosacharidy a polysacharidy se pak mohou vyskytovat 
v lineární, cyklické nebo vtvené form, kde navíc mže být glykosidická vazba v konfiguraci 
 nebo . 
K obtížnému stanovování sacharid pispívají také jejich fyzikální a chemické 
vlastnosti. Jsou nestabilní v zásaditém prostedí, velmi polární, netkavé, vtšina 
neabsorbuje v oblasti viditelného spektra. 
Pesto pro jejich charakterizaci byla vypracována ada technik založených na rzných 
fyzikálních a chemických principech. Vtšina z nich poskytuje spolehlivé výsledky pi 
charakterizaci istých látek a jednoduchých smsí. Pi analýze komplexních smsí je však 
úinnost nkterých metod nižší, a proto studium smsí tmito metodami vyžaduje pedchozí 
separaci jednotlivých složek. Mezi nejvhodnjší metody stanovení sacharid patí nukleární 
magnetická rezonance (NMR), hmotnostní spektrometrické metody, elektroforetické a 
chromatografické metody nebo enzymatické techniky [3].  
 
3.6.2 Izolace sacharid 
 
Sacharidy se z potravináských surovin a potravin vtšinou izolují extrakcí. 
K dokonalé extrakci musí být materiál velmi jemn rozemlet tak, aby velikost ástic byla co 
nejmenší. Jako extrakní inidlo se používá voda nebo 80% ethanol, který je mnohem 
vhodnjší u vzork, kde mže docházet k enzymovým zmnám (nap. tvorb redukujících 
cukr ze škrobu nebo inverzi sacharosy). Tmto nežádoucím zmnám se pedchází 
pidáním malého množství chloridu rtunatého. Teplota extrakce by nemla pekroit 40 – 
50°C [23]. 
 
3.6.2.1 Extrakce vodou 
Sacharidy jsou snadno rozpustné ve vod, takže nejjednodušší píprava vzorku je 
rozpuštní ve vod. Tím se však do roztoku dostanou i další látky, které vtšinou ruší vlastní 
stanovení. 
 
3.6.2.2 Extrakce vodnými roztoky alkohol 
Krom vody mohou být sacharidy extrahovány vodnými roztoky alkohol. V závislosti 
na koncentraci alkoholu je více nebo mén potlaena extrakce látek s vyšší molární 
hmotností. K extrakci monosacharid lze použít 70 – 75% vodné roztoky ethanolu, 
methanolu nebo 2-propanolu. Oligosacharidy se mohou tímto zpsobem špatn extrahovat 
vzhledem k tomu, že jsou mén rozpustné v alkoholech než monosacharidy. Pracovní 
 29 
postup mže být takový, že se nejprve provede extrakce 50% roztokem alkoholu a pak se 
jeho koncentrace zvýší, aby došlo k vysrážení polysacharid a bílkovin. 
Extrakce vodou a alkoholickými roztoky, jejichž pH mže být upraveno tak, aby pi 
extrakci kyselého materiálu nedocházelo k hydrolýze oligosacharid, mže být vícenásobná 
nebo za vyšší teploty pod zptným chladiem. Tam, kde pítomnost alkoholu v extraktu ruší 
další analýzu, je nutné alkohol odpait. Aby odpaování bylo co nejvíce šetrné, odpaují se 
alkoholické extrakty obvykle za sníženého tlaku a tím i teploty [24]. 
 
3.6.3 Úprava sacharidických roztok 
Roztoky sacharid získané extrakcí vtšinou ješt nejsou použitelné pro další 
stanovení a je teba je dále upravovat bu
 iením nebo odbarvováním. Pi polarimetrických 
metodách zákal roztoku podstatn zvyšuje chyby a zabarvení roztok prakticky znemož	uje 
mení. U redukních metod zabarvení roztok nevadí, pokud barevné látky nereagují 
s použitými inidly. U metod používajících m
natá inidla ovliv	ují vyluování oxidu 
m
ného pedevším aminokyseliny a jejich deriváty. Úelem iení je odstranní opticky 
aktivních látek z roztok sacharid a odbarvení roztok [24]. 
Úinek iení pak spoívá obecn v tom, že se jednak tvoí nerozpustné soli 
odstra	ovaných látek a jednak v tom, že se vytváí sraženina, která adsorbuje na svj povrch 
nežádoucí sloueniny nebo také ástice [3].  
Pi iení sacharidického roztoku je dležité používat iidla, která neadsorbují 
sacharidy. Ideální iící prostedek neexistuje, použití iidla se ídí druhem analyzovaného 
materiálu a zvolenou metodou stanovení sacharid. Adsorbenty jako hydroxid hlinitý nebo 
kemelina mají pevážn malý iící efekt, adsorbenty s vyšší adsorpní schopností sice 
dobe odbarvují, ale pitom zárove	 ásten adsorbují pedevším redukující oligosacharidy 
[24]. 
Z extrakt nebo roztok sacharid se nejastji odstra	ují rozpuštné plyny, barevné 
látky, bílkoviny, pípadn jiné látky, které by mohly rušit stanovení. Rozpuštné plyny je 
možno odstranit promýváním vzork heliem nebo psobením ultrazvuku. Barevné látky lze 
odstranit adsorpcí na aktivní uhlí nebo speciálními ionexy. Vtšinou je však poteba pomocí 
standard nebo známého pídavku stanovené látky ke vzorku kontrolovat, zda souasn 
nedochází také k odstranní analytu [3].  
Nejastji se k iení roztok sacharid používají chemická iidla, a to jednak octan 
olovnatý a dále Carrezovy roztoky. 
 
3.6.3.1 iení neutrálním a zásaditým octanem olovnatým 
Roztok neutrálního octanu olovnatého (35%) se pidává ke vzorku v takovém 
množství, až se pestane tvoit sraženina. K dokonalému vysrážení balastních látek se poté 
pidává ješt malý nadbytek inidla. Pi tomto zpsobu iení se odstraní všechny opticky 
aktivní organické kyseliny, odstranní bílkovin je však nedokonalé. Neutrální octan olovnatý 
je vhodný pro iení neutrálních vzork, mén vhodný je pro kyselé roztoky. 
iení zásaditým octanem olovnatým se nejastji používá v cukrovarnické analytice, 
nebo velmi dobe odstra	uje bílkoviny i všechny opticky aktivní organické kyseliny 
z neutrálních nebo slab alkalických roztok [24].  
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3.6.3.2 iení Carrezovými roztoky 
Pi tomto zpsobu iení je dosaženo iícího úinku vytvoením objemné sraženiny 
kyanoželeznatanu zinenatého v sacharidickém roztoku, která pomrn dokonale zbaví 
roztoky nejen bílkovin, ale také barevných látek a jiných slouenin s vyšší molární hmotností. 
Pro iení se používá roztok oznaovaných jako Carrez I, tj. 15% roztok 
hexakyanoželeznatanu draselného K4(Fe[CN]6) a Carrez II, tj. 30% síran zinenatý ZnSO4. 
Pi iení se nejprve dávkuje Carrezovo inidlo I a poté za stálého míchání Carrezovo inidlo 
II. Ob tyto inidla se pidávají v pomru 1:1. Pídavek uritého objemu inidel je dán 
konkrétní metodou [3].  
Tato metoda iení má vysokou úinnost zejména v kyselém prostedí. Neutrální a 
alkalické roztoky je nutno nejdíve okyselit mírn zednou kyselinou octovou [24].  
 
3.6.4 Metody kvantitativního stanovení sacharid 
Ke stanovení sacharid se používá ada fyzikálních, fyzikáln chemických, 
chemických a biochemických metod. 
 
3.6.4.1 Fyzikální metody stanovení sacharid 
Pro stanovení množství sacharid v potravinách se využívá ada rzných fyzikálních 
metod. K nejbžnji využívaným metodám patí polarimetrie, refraktometrické a 
denzitometrické metody. 
Polarimetrické mení spoívá v mení úhlu stoení lineárn polarizovaného svtla 
pi prchodu vrstvou opticky aktivní látky. Jelikož sacharidy obsahují chirální atomy uhlíku, 
jsou opticky aktivní a mají schopnost stáet rovinu polarizovaného svtla doleva i doprava. 
Polarimetr se skládá ze zdroje monochromatického záení, polarizátoru, kyvety se vzorkem a 
analyzátoru, který mí úhel otoení polarizovaného svtla [25]. 
Podstatou refraktometrických metod je mení indexu lomu. Index lomu je pomr 
rychlosti svtla ve vakuu k rychlosti svtla v materiálu. Index lomu látky lze stanovit mením 
úhlu dopadu a úhlu lomu svtla na rozhraní mezi stanovovanou látkou a látkou známého 
indexu lomu. Aby bylo možné porovnávat látky podle jejich indexu lomu, volí se shodné 
prostedí, ze kterého paprsek dopadá. Z teoretického hlediska je ideální vakuum, z 
praktického vzduch. Mení indexu lomu se provádí pomocí refraktometr. Nejbžnjším je 
Abbev refraktometr [26]. 
Denzimetrické stanovení je založené na skutenosti, že s rostoucí koncentrací 
roztoku sacharid se zvyšuje hustota roztoku. Ke stanovení se nejastji používají speciální 
hustomry [25]. 
 
3.6.4.2 Fyzikáln-chemické metody stanovení sacharid 
V potravináské analytice se sacharidy stanovují asto pomocí spektrálních metod ve 
viditelné oblasti svtla. Bu
 je stanovován pouze obsah redukujících cukr, nebo jsou 
stanoveny celkové cukry. V obou pípadech následuje po oxidaci cukr v alkalickém 
prostedí nebo po rozkladu v siln kyselém prostedí reakce, která se projeví zabarvením 
reakního roztoku. Barevné reakce jsou více i mén selektivní, takže je možné stanovit 
uritý sacharid nebo jejich skupinu. 
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K nejrozšíenjším metodám stanovení redukujících sacharid patí metoda Nelson-
Somogyiho. Využívá schopnosti redukujících sacharid vyredukovat z alkalického prostedí 
m
natých solí oxid m
ný, který s arsenomolybdenanovým inidlem poskytuje barevný 
komplex, jehož zabarvení se promí spektrofotometricky. 
Pro stanovení celkového množství sacharid se využívá jejich rozkladu v siln 
kyselém prostedí. Vtšina metod je založena na dehydrataci sacharid koncentrovanou 
kyselinou sírovou a následné kondenzaci vzniklých derivát s reakním inidlem (fenol, 
anthron, orcinol) za vzniku barevných kondenzaních produkt, které lze stanovit 
spektrofotometricky [3].  
 
3.6.4.3 Chemické metody stanovení sacharid 
V praxi se nejastji používají metody, které spoívají v redukci m
natých iont na 
m
né v alkalickém prostedí. Tyto metody se dále dlí na nepímé, kdy se titran 
stanovuje pebytek Cu2+ iont a na pímé, kdy se stanovují vzniklé Cu+ ionty neboli úbytek 
Cu2+ iont.  
Mezi nepímé metody patí metoda Schoorlova a Luffova-Schoorlova. Rozdíl mezi 
tmito metodami je v použitých reakních inidlech. Metoda Schoorlova využívá ke 
stanovení sms Fehlingova roztoku I a II metoda Luffa a Schoorla používá jeden roztok. U 
obou metod se stanovuje množství pebytených Cu2+ iont jodometricky. K pímým 
metodám stanovení sacharid patí metoda Offnerova, kdy se k roztoku vzorku pidává 
Offnerovo inidlo a stanovuje se produkt redukních dj, tj. Cu+ ionty [25]. 
 
3.6.4.4 Enzymatické metody stanovení sacharid 
Enzymové metody jsou rozvinutá analytická disciplína, která je využívána v mnoha 
oborech, mezi které patí také potraviny a jejich suroviny.  Tyto metody spoívají ve 
schopnosti enzym katalyzovat specifické reakce. Výhodou enzymových metod je jejich 
rychlost, vysoká specifita a citlivost k nízkým koncentracím sacharid ve vzorku. 
Enzymové metody jsou v podstat dvojího typu. Jednak se jedná o analýzy 
stanovující látky, které mohou být transformovány enzymy. Takové látky jsou vlastn 
metabolity živých organism a slouží jako substráty enzym. Dále pak jde o metody 
stanovující aktivitu enzym. Aktivita enzym je mena jako rychlost úbytku reaktantu nebo 
rychlost vzniku koneného produktu. 
Enzymové metody se používají v analýze potravin ke stanovení pedevším 
monosacharid, oligosacharid, škrobu, potravinové vlákniny, -glukan, alditol aj. Dnes se 
k enzymovým metodám vtšinou používají komern dostupné enzymové soupravy, které 
obsahují mimo pístrojového vybavení vše nutné k analýze. To znamená, že obsahují 
všechny píslušné enzymy a tlumivé roztoky, které zaruí optimální pH enzymové reakce. 
Pro stanovení jednotlivých sacharid je možné navrhnout rzné enzymové metody 
podle cíl konkrétní analýzy. Pak je možné využít komern dostupných enzym, pípadn 




3.7 Chromatografické techniky 
3.7.1 Chromatografie – obecná ást 
 
Chromatografické metody jsou separaní metody, které využívají k dlení složek 
smsi mnohonásobného opakovaného vytváení rovnovážných stav složek mezi dvma 
fyzikáln odlišnými, nemísitelnými fázemi. Jedna fáze je nepohyblivá (stacionární), druhá 
fáze je pohyblivá (mobilní). Princip dlení spoívá v odlišné interakci jednotlivých složek 
smsi se stacionární a mobilní fází [27]. 
V pípad kapalinové chromatografie je mobilní fází kapalina, stacionární fází mohou 
být ásteky tuhé fáze o velikosti jednotek až stovek mikrometr, tenká vrstvika kapaliny 
nanesená na tuhých ásticích nebo film kapaliny na vnitní stran kapiláry. Stacionární fáze 
se obecn oznauje jako sorbent [28]. 
Z hlediska geometrického uspoádání stacionární fáze rozlišujeme kolonovou a 
plošnou (planární) chromatografii. Pi kolonové chromatografii tvoí stacionární fázi sloupec 
adsorbentu v trubici nebo vrstva adsorbentu na vnitním povrchu chromatografické trubice. 
Pi plošném uspoádání chromatografického systému je stacionární fáze nanesená na 
sklennou desku, hliníkovou folii nebo je ve form vrstvy gelu. 
Chromatografické separace umož	ují vedle separace komponent také jejich 
souasnou identifikaci a stanovení s použitím standard. U kolonových technik jsou 
jednotlivé zóny separovaných komponent vzorku unášeny do detekního systému a signály 
vznikající jako dsledek fyzikální i fyzikáln chemické vlastnosti komponent jsou 
registrovány a vyhodnoceny, ímž vzniká chromatogram. U plošných technik se provádí 
identifikace asto souasn s detekcí v ploše separaního systému [27]. 
Stanovovaná látka se dávkuje na poátek kolony, kterou protéká mobilní fáze. 
Chromatografované látky jsou tokem mobilní fáze unášeny kolonou, piemž za svého 
pobytu v kolon interagují se stacionární fází a opt pechází do fáze mobilní, s níž mohou 
rovnž interagovat. Liší-li se dostaten separaní funkce tchto dlených látek od sebe, 
dojde po urité dob k ástenému nebo úplnému rozdlení tchto látek do izolovaných 
pás (zón) [28]. Podmínkou úspšné separace je, aby složky vzorku byly stacionární fází 
zadržovány silnji než složky mobilní fáze. 
Složky separované smsi jsou po prchodu kolonou vedeny do detektoru, který 
poskytuje kvantifikovatelnou odezvu na charakteristickou vlastnost dané složky. Odezva 
detektoru je v uritém rozsahu koncentrací pímo úmrná množství analytu ve vzorku [29]. 
Vznikající signály jsou zaznamenávány detektorem a výsledkem je tzv. chromatogram, což 
je soubor tzv. chromatografických pík. Jejich gaussovský tvar, který charakterizuje 
koncentraní i hmotnostní profil oddlené zóny složky vzorku a šíka píku jsou ovlivnny 
úinností chromatografického systému. 
Kvalitativní charakteristikou látky je poloha píku na asové ose chromatogramu, 




3.7.2 Veliiny používané k popisu chromatografické analýzy 
 
Chromatografická separace je dynamický systém, ve kterém nelze dosáhnout 
rovnováhy v urité fázi transportu látky kolonou. Je možné sledovat pouze dobu, kterou 
molekula setrvá ve stacionární nebo mobilní fázi bhem transportu chromatografickým 
systémem. Tato doba je závislá na interakci složky analytu se stacionární a mobilní fází. 
Píinou rzn dlouhé doby pobytu analyzované složky v chromatografickém systému jsou 
rzn velké interakce složky s jednou nebo druhou fází. Tato doba, po kterou je analyzovaná 
složka zadržována v chromatografickém systému, se nazývá retenní as. 
Retenní as (tR) se dlí na as, který molekula setrvává v mobilní fázi, tzv. mrtvý 
retenní as (tM) a as, který stráví ve stacionární fázi, tzv. redukovaný retenní as (tR) [27]. 
Bhem chromatografického dlení dochází k opakovanému transportu složek do 
stacionární fáze a zpt do fáze mobilní. Pitom se chromatografický systém piblíží natolik 
rovnováze, že distribuci složky mezi dv fáze lze popsat distribuní (rozdlovací) konstantou. 
Distribuní konstanta vyjaduje pomr koncentrace složky ve stacionární fázi (cs) ku 
koncentraci složky ve fázi mobilní (cm). ím je hodnota KD vtší, tím je složka více vázána 
stacionární fází a déle zadržována v kolon. 
Podmínkou pro úspšné rozdlení dvou složek v separaním systému dvou fází je 







K =  (1) 
 
Kapacitní pomr (k) je vyjadován jako pomr celkového množství separované látky 
ve stacionární fázi k celkovému množství v mobilní fázi. Kapacitní pomr lze rovnž spoítat 
z chromatogramu a znamená pomr doby, kterou prmrná molekula separované látky 
stráví ve stacionární fázi, k dob strávené ve fázi mobilní. Hodnotu kapacitního pomru lze 





Kk ⋅=  (2) 
kde KD je distribuní konstanta, 
       VS je objem stacionární fáze v kolon 
       VM je objem mobilní fáze v kolon 
 
3.7.3 Chromatografie sacharid 
 
Koncem 70. a zaátkem 80. let 20. století došlo k velkému rozvoji chromatografických 
technik. Sacharidy lze stanovovat mnoha rznými typy chromatografie. K základním 
metodám patí plynová a kapalinová chromatografie. Plynová chromatografie byla postupn 
vytlaena kapalinovou, nebo její velkou nevýhodou je nutnost pipravovat deriváty 
sacharid, které jsou tkavjší než pvodní sacharidy. 
Dalšími chromatografickými metodami používanými pro stanovení sacharid jsou 
tenkovrstevná a papírová chromatografie. Tyto dva typy chromatografie se nejastji 
využívají ke kvalitativnímu stanovení sacharid pítomných v analyzovaném materiálu. Ke 
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kvantitativnímu stanovování se píliš nevyužívají. Pro stanovování vysokomolekulárních 
polysacharid se asto využívá gelová permeaní chromatografie. 
Pi stanovování obsahu sacharid v nejrznjších materiálech je dležitá píprava 
roztoku nebo extraktu vzorku, který je pak možné dávkovat na kolonu kapalinového 
chromatografu. To znamená, že ped chromatografickým dlením je zapotebí z roztok 
vzork odstranit látky rušící stanovení nebo snižující úinnost kolony. K tomu slouží rzné 
typy pedfiltr nebo pedkolonek, které jsou zapojeny mezi dávkovací zaízení a 
chromatografickou kolonu [3].  
 
3.7.4 Chromatografické systémy používané pro analýzu sacharid 
 
Pi chromatografickém stanovení sacharid s nižší molekulovou hmotností, tedy 
zejména monosacharid a oligosacharid, se velmi asto uplat	uje dlení na katexech, kde 
jsou jako protionty vázány kationty kov, nejastji vápenaté, stíbrné i olovnaté ionty. Další 
velmi asto využívanou chromatografickou náplní kolon je silikagel modifikovaný 
aminopropylovou skupinou. Sacharidy lze také stanovovat chromatografií na anexech, která 
používá k detekci elektrochemický detektor, je však pomrn finann nároná. Na principu 
adsorpní chromatografie je možné sacharidy separovat s použitím nemodifikovaného 
silikagelu nebo silikagelu s navázanou oktadecylovou skupinou, v tchto pípadech je však 
lepší separovat spíše deriváty sacharid [3]. 
 
3.7.4.1 Chromatografie na silikagelu s vázanou aminopropylovou fází 
Silikagel derivatizovaný aminopropyltriethoxysilanem je nejvyužívanjší stacionární 
fází pro LC analýzu sacharid. Jako mobilní fáze se využívá sms acetonitril/voda [31].  
Dlící mechanismus je možno vysvtlit jednak na základ rzného rozdlovacího 
koeficientu sacharid mezi mobilní fází a vrstvy vody ulplé na stacionární fázi a jednak 
adsorpcí, která je zpsobena vodíkovými mstky mezi –OH skupinami sacharid a –NH2 
skupinou vázané fáze. Sacharidy opouštjí chromatografickou kolonu v poadí: 
monosacharidy, alditoly, disacharidy a nakonec vyšší oligosacharidy. 
Zvýšením obsahu vody v mobilní fázi se zkracují eluní asy sacharid, což je 
dkazem, že se eluce ídí polaritou sacharid [3]. 
Výhodou tohoto typu chromatografie je vysoká separaní schopnost [3], velkou 
nevýhodou je pomrn krátká životnost kolon jednak v dsledku hydrolýzy samotné nápln 
kolony a jednak v dsledku tvorby Schiffových bází mezi aminoskupinami a sacharidy nebo 
jinými karbonylovými skupinami v systému [31]. 
 
3.7.4.2 Chromatografie na nemodifikovaném silikagelu 
Probíhá-li chromatografie na nemodifikovaném silikagelu, je možné do mobilní fáze 
pidávat vhodnou sloueninu s aminoskupinou. Tím dochází k vytváení podmínek 
podobných chromatografii na silikagelu, který je modifikován aminopropylovými skupinami. 
Nejastji se používají piperazin nebo tetraethylenpentamin (TEPA) [3]. Oba tyto 
modifikátory jsou pro separaci stejn efektivní, pouze oddlení sacharosy a maltosy je trochu 
obtížnjší v pípad využití TEPA. Retenní asy jsou u obou tchto modifikátor stejné [31]. 
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Jako mobilní fáze se využívá sms acetonitril/voda, je však možné používat i sms 
aceton/voda, která je pro analýzu sacharid za tchto podmínek stejn vhodná [32]. Tento 
systém je dobrý zejména pro separaci mono- a disacharid, vyšší oligosacharidy jsou 
zadržovány silnji, a také se objevily potíže s rozpustností. Nevýhodou tchto systém je 
pomrn dlouhá doba potebná k vytvoení rovnováhy, nedostatená spolehlivost výsledk 
nebo problémy s nestabilitou základní linie u detekního systému [31]. 
 
3.7.4.3 Chromatografie na katexech 
Chromatografie na kationtomniích je bžn využívána pro analýzu oligosacharid. 
Stacionární fáze je tvoena polystyren-divinylbenzenovými kopolymery, obvykle v Ag+, Ca2+, 
Pb2+ nebo pípadn H+ cyklu. Jako mobilní fáze se využívá destilovaná voda. Dlení probíhá 
pi vysoké teplot (80 – 90°C), která zajišuje lepší úinnost separace [33]. Vyšší teplota je 
výhodná hlavn proto, že klesá viskozita roztok, takže je možné zvýšit prtok mobilní fáze, 
stoupá rychlost penosu hmoty a zvyšuje se rychlost mutarotace, takže nedochází k separaci 
anomer. Jelikož ionexová pryskyice vykazuje vyluovací efekt, sacharidy jsou eluovány 
s klesající molární hmotností. V nejkratším ase tedy kolonu opouštjí oligosacharidy, dále 
disacharidy a monosacharidy a nakonec alditoly. 
Specifita každé kolony je dána vázaným kationtem, který vytváí charakteristické 
komplexy se sacharidy, a tím jejich retenní vlastnosti závisí na stabilit tohoto komplexu [3]. 
Výhodou této separace je chemická stabilita v širokém rozmezí pH, nevýhodou pak 
kehkost a vysoká cena systému [33]. 
 
3.7.4.4 Chromatografie na anexech 
Sacharidy jsou slabé kyseliny s hodnotou disocianí konstanty pK 12-14. V siln 
alkalickém prostedí jsou ásten nebo úpln ionizovány díky disociaci hydroxylových 
skupin. Tyto anionty mohou být zadrženy a separovány na silném anexu [3]. Jako mobilní 
fáze se používá vodný roztok hydroxidu sodného nebo acetát sodný. K detekci se využívá 
vysoce citlivý a selektivní pulsní amperometrický detektor. Nejdležitjšími parametry 
ovliv	ujícími separaci sacharid jsou poet hydroxylových skupin, anomery, polohové 
izomery a stupe	 polymerace. Sacharidy jsou tak z kolony eluovány v poadí alditoly, 
monosacharidy, disacharidy a nakonec vyšší oligosacharidy [34]. 
Pi chromatografii sacharid na anexech se využívá gradientové eluce, pH gradient 
ovliv	uje dlení mono- a disacharid a gradient iontové síly ovliv	uje dlení oligosacharid 
[3]. Výhodou chromatografie na anexech je jednak pomrn velká rychlost analýzy a také 
vysoká citlivost (separace anomer a polohových izomer) [35]. 
 
3.7.4.5 Chromatografie na reverzní fázi 
Sacharidy mohou být separovány na mnoha dalších fázích. Chromatografie 
s obrácenou (reverzní) fází má pi dlení sacharid omezené možnosti, jelikož sacharidy 
jsou na hydrofobním povrchu zadržovány pouze málo. Existují však aplikace, pi kterých byly 
na silikagelu s vázanou oktadecylovou skupinou dleny oligosacharidy nebo deriváty 
sacharid. Retenní asy zejména pro monosacharidy jsou píliš malé, proto jsou jednotlivé 
monosacharidy špatn oddlené a výsledky jsou píliš spolehlivé. Tuto nevýhodu lze mírn 
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zlepšit pidáním chloridu sodného. Obecn je však tento typ chromatografie nevhodný pro 
analýzu komplexních smsí sacharid, protože retenci lze zvýšit pomrn obtížn. Jako 
mobilní fáze se nejastji využívá voda. K detekci derivatizovaných sacharid je pak možné 
výhodn využívat UV detektor [31].  
 
3.7.4.6 Chromatografie na silikagelu s diolovými a polyolovými skupinami 
Pi separaci sacharid na takto modifikovaném silikagelu se jako mobilní fáze 
nejastji používá sms acetonitrilu s vodou. Velkou výhodou separace je, že nedochází 
k tvorb Schiffových bází s redukujícími sacharidy, takže kvantitativní analýza je 
spolehlivjší. V pípad použití kolon s navázanými diolovými skupinami je nutné, aby 
mobilní fáze obsahovala co nejvtší množství acetonitrilu, což je nevýhodné, nebo mže 
docházet k problémm s rozpustností nkterých sacharid. U polyolových fází je naopak 
vhodná mobilní fáze s vyšším zastoupením vody [31].  
 
3.7.5 Druhy používaných detektor pro HPLC sacharid 
 
Pi kapalinové chromatografii sacharid lze využívat nkolika typ detektor. Základní 
požadovanou vlastností je zejména maximální citlivost detektoru. Tento požadavek je 
dležitý z toho dvodu, že pak lze detekovat i velmi nízké koncentrace analytu ve vzorku. 
Navíc je možné vzorky edit, což vede k šetení kolony a tím k prodloužení její životnosti. 
Detektory lze rozlišit na univerzální, které mí vlastnost systému jako celku, jako je 
napíklad index lomu a na selektivní, které reagují na uritou selektivní vlastnost analytu 
(nap. absorbance pi urité vlnové délce) [36]. 
K dalším požadavkm na detektory krom již zmínné maximální citlivosti jsou 
stabilní a reprodukovatelný signál, okamžitá, lineární koncentraní odezva, signál by ml mít 
co nejnižší šum a nevykazovat drift (posun základní linie) [27]. 
 
3.7.5.1 Pímá UV/VIS detekce 
Podmínkou použití UV/VIS detektor je, že detekované látky musí absorbovat záení 
vlnové délky použité k detekci. UV detekce se používá k detekování látek, které ve svojí 
molekule obsahují chromoforní skupiny. Nedostatek chromoforních skupin ve struktue 
sacharid výrazn limituje možnosti jejich detekce [37]. 
Neutrální sacharidy absorbují UV záení pouze pi velmi nízkých vlnových délkách (v 
oblasti 190 – 200 nm), piemž v této oblasti absorbuje ada dalších organických látek, proto 
mohou být chromatogramy do znané míry ovlivnny. Z tchto dvod se tedy UV/VIS 
detektory pro analýzu sacharid píliš nepoužívají [3].  
V závislosti na povaze problému, který je teba ešit je však možné pipravit píslušné 




3.7.5.2 Refraktometrický detektor 
Jedná se o nejbžnjší detektor používaný pi kapalinové chromatografii sacharid. 
Refraktometrické detektory pracují jako diferenciální mie zmny indexu lomu mobilní fáze 
tím, že mí rozdíl indexu lomu mobilní fáze uzavené v referenní cele a eluentem 
vycházejícím z kolony [27].  
Dopadá-li svtelný paprsek na fázové rozhraní, dochází k jeho lomu v dsledku 
rozdílné rychlosti svtla v obou prostedích. Pitom platí zákon lomu, který íká, že podíl sin 






12 =n  (3) 
 
Výhodou refraktometrických detektor je jejich univerzálnost, nevýhodou je to, že 
nejsou selektivní a jsou pomrn málo citlivé. Mobilní fáze i vzorky musí být peliv zbaveny 
rozpuštných plyn, jelikož ty zcela znemož	ují detekci. Další nevýhodou tohoto detektoru 
je, že jej nelze využít pi gradientové eluci [3]. 
Index lomu je také závislý na teplot. Proto refraktometrické detektory musí být 
temperovány, aby mohlo být dosaženo reprodukovatelných a pesných stanovení [27]. 
Detekní limit je pro mono-, di- a oligosacharidy pibližn 5µg. Existují i citlivjší 




Obr. 14 Schéma diferenciálního refraktometru [39] 
3.7.5.3 Hmotnostní detektor 
Má specifické postavení jak v kapalinové, tak i plynové chromatografii. Jedná se o 
detektor, který umož	uje nejen detekci separovaných látek s vysokou citlivostí, ale 
pedevším jako dominantní zpsob identifikace jednotlivých složek. Pím spojení 
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kapalinového chromatografu s hmotnostním detektorem vyžaduje speciální rozhraní vhodné 
pro odstranní pebytku mobilní fáze ped vstupem do ionizaní komory spektrometru [27].  
 
3.7.6 Technika chromatografie v plošném uspoádání 
 
Pi chromatografii v plošném uspoádání putují látky na analytickém chromatogramu 
v podob skvrn, které se detekují vhodnou fyzikální, chemickou nebo biologickou metodou. 
Výhodou plošného uspoádání je, že krom analyzovaného vzorku lze souasn 
chromatografovat prakticky libovolný poet slouenin pro potvrzení identity jednotlivých 
složek analyzovaného vzorku, pípadn porovnání intenzity zbarvení jejich skvrn [40]. 
K dalším výhodám lze adit jednoduchost metody, dobrou dostupnost mnoha 
reakních inidel pro detekci, možnost opakovat detekci a kvantifikaci  v jakémkoli ase, 
nebo frakce pedstavující vzorek jsou uchovány na vrstv sorbentu a také pomrn nízké 
náklady [41]. 
 
3.7.6.1 Chromatografie na tenké vrstv 
K chromatografickému procesu zde dochází pi prtoku mobilní fáze tenkou vrstvou 
jemnozrnného sorbentu nebo nosie zakotvené fáze, který je bu
 voln rozprosten nebo 
fixován na vhodné podložce. Tou mže být sklenná deska, hliníková nebo plastová fólie. 
Tato metoda umož	uje použití vtšího množství stacionárních fází než chromatografie na 
papíe. 
Pro adsorpní chromatografii je vhodný silikagel, kysliník hlinitý nebo polyamid. 
Silikagel má v této metod nejvtší uplatnní. ástice silikagelu jsou vybudovány ze sít 
vazeb Si–O, na jejichž povrchu jsou umístny volné hydroxylové skupiny. Tyto skupiny 
mohou díky tvorb vodíkových mstk vázat molekuly vody nebo vytváet intramolekulární 
vodíkové vazby. K adsorpci na silikagelu dochází pedevším prostednictvím tchto 
hydroxylových skupin [40]. 
Roztoky vzork se nanášejí na vrstvy bžnými mikropipetami, množství nanášeného 
vzorku se ídí jednak cílem analýzy, jednak citlivostí použitého detekního inidla. Vzorky se 
nanášejí na startovní áru a po odpaení rozpouštdla se deska uloží do uzavené 
chromatografické komory s mobilní fází na dn. Ve chvíli, kdy elo mobilní fáze dosáhne 
potebné vzdálenosti (obvykle 100 až 170 mm u 200 mm desek), se chromatogram vyjme a 
po vysušení lze provést jeho detekci [23].  
Každá slouenina má v daných podmínkách charakteristickou rychlost migrace, která 
uruje její polohu na chromatogramu. K vyjádení rychlosti migrace se používají hodnoty RF, 
tzv. retenní faktor. Retenní faktor je definován jako podíl vzdálenosti stedu skvrny od 
startu ku vzdálenosti ela od startu. Reprodukovatelnost hodnot RF je závislá na složení 
vyvíjecí soustavy, druhu používaného adsorbentu, koncentraci separované látky nebo 
pítomnosti jiných látek [23]. Nejvtší vliv na hodnotu RF u sacharid má velikost molekuly 
(poet monosacharidových jednotek), poet uhlík v molekule, výrazn se uplat	uje také 
prostorové uspoádání hydroxyl, jejich poet a charakter kruhu. Sacharidy jsou málo 
rozpustné v organických rozpouštdlech, proto jsou jejich RF ísla velmi malá, je-li mobilní 
fází organické rozpouštdlo [42]. 
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K dokonalejšímu oddlení složité smsi látek se používají nejastji následující 
techniky: 
 
Technika nkolikanásobného vyvíjení 
Tato technika se využívá v pípadech, kdy je teba od sebe oddlit látky s velmi 
blízkými hodnotami RF. Ve chvíli, kdy mobilní fáze dosáhne pi vyvíjení urité vzdálenosti, se 
chromatogram vyjme z komory, nechá se odpait rozpouštdlo, chromatogram se opt vloží 
do chromatografické komory a vyvíjí se stejnou soustavou. Tento postup lze opakovat 
nkolikrát, dokud nedojde k rozdlení dlených látek. 
 
Technika dvourozmrné chromatografie 
Princip této techniky spoívá ve vyvíjení analyzované smsi pomocí dvou mobilních 
fází. Po rozdlení  v jedné soustav v jednom smru se chromatogram vysuší a vyvíjí 
v kolmém smru na první vyvíjení v odlišné soustav. Této metody se využívá k rozdlení 
velmi složitých smsí nebo k potvrzení homogenity skvrn [23]. 
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3.8 Hmotnostní spektrometrie 
 
Základní charakteristikou, která definuje jak nízkomolekulární látky, tak i 
makromolekuly, je jejich molekulová hmotnost. Pro její mení byla vypracována ada metod, 
nap. mení rozptylu svtla, gelová a kapilární elektroforéza nebo hmotnostní spektrometrie. 
Hmotnostní spektrometrie vyniká mezi tmito metodami pesností stanovení, které je menší 
než 1 Da, ale také vysokou citlivostí a rychlostí analýzy [43]. 
Hmotnostní spektrometrie je fyzikáln chemická metoda sloužící k urování 
hmotností atom, molekul a jejich ástí po jejich pevedení na kladné nebo záporné ionty. 
Nabité ástice (molekulové a fragmentové ionty) jsou pak separovány v analyzátoru podle 
pomru hmotnosti k náboji (m/z) a nakonec jsou zaznamenány v detektoru. ástice bez 
náboje nejsou (až na výjimky) zpracovávány a registrovány. Kvantitativní analýza spoívá 
v mení potu uritých iont (plochy nebo výšky jejich píku). Záznam etnosti výskytu 
jednotlivých iont se pak nazývá hmotnostní spektrum. 
Vedle informace o hmotnosti biopolymeru je další dležitou informací jeho sekvence, 
kterou lze urit pomocí vícenásobné hmotnostní spektrometrie (Tandem mass spectrometry, 
MS/MS). Pro MS/MS velkých molekul se používá pístroj, který je vybaven temi kvadrupoly. 
Celá procedura zaíná vybráním jednotlivého iontu (tzv. rodiovského) v prvním kvadrupolu. 
Sledovaný iont je poté podroben fragmentaci zpsobené srážkami s molekulami plynu (He, 
Xe, Ar) (Collision-induced decomposition, CID) v prostoru druhého kvadrupolu a vzniklé 
fragmenty (tzv. dceinné ionty) jsou pak analyzovány ve tetím kvadrupolu. Takto získané 
spektrum obsahuje informaci o struktue vybraného (rodiovského) iontu.  
Základními ástmi hmotnostního spektrometru jsou: iontový zdroj, ve kterém dochází 
k ionizaci; analyzátor, kde jsou ionty separovány v závislosti na pomru m/z; detektor, 
registrující ionty po prletu analyzátorem; datový systém, pro sbr dat a rovnž i ízení 
analýzy a kontrolu všech funkcí pístroje a vakuový systém, zajišující udržení vysokého 
vakua potebného pro hmotnostní spektrometrii [44]. 
Tžištm analytického využití hmotnostní spektrometrie je pedevším stopová 
analýza organických látek s drazem na zjištní i potvrzení jejich struktury [45]. 
Hmotnostní spektrometrie je považována za destruktivní analytickou metodu [44]. 
 
3.8.1 Ionizace elektrosprejem 
 
ESI patí ke skupin technik, u kterých ionizace probíhá za atmosferického tlaku a do 
vakuové ásti iontového zdroje pipojené na hmotnostní spektrometr picházejí pevážn jen 
ionty vybrané k analýze. V pípad ESI je do ásti iontového zdroje s atmosferickým tlakem 
pivádn roztok se vzorkem kovovou kapilárou. Psobením silného elektrického pole  
(4-6 kV) vzniká na výstupu kapaliny z kapiláry jemný sprej mnohonásobn nabitých kapiek, 
které putují – ízeny elektrickým polem – smrem k vakuové ásti zdroje. Bhem této cesty 
dochází k odpaování kapaliny, kterému napomáhá protiproud sušícího plynu, kterým je 
obvykle dusík. Do vakuové ásti iontového zdroje vstupují mnohonásobn nabité ionty 
kapilárou, strženy voln expandujícím sušícím plynem. Vakuová ást zdroje je diferenciáln 
oderpávána v nkolika stupních, které jsou od sebe oddleny clonami (skimmer). Ped 
vstupem do analyzátoru je proud iont ješt zaosten elektrostatickými fokusaními okami. 
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Vložením rzných hodnot potenciálu na kapiláru oddlující ob ásti zdroje lze v prvním 
stupni vakuové ásti (tj. v prostoru ped prvním skimmerem) ídit fragmentaci sledovaných 
iont zpsobenou srážkami zejména s molekulami sušícího plynu. Tímto zpsobem lze 
krom molekulové hmotnosti získat i informace o struktue zkoumané látky. Ovšem narozdíl 
od vícenásobné hmotnostní spektrometrie (Tandem Mass Spectrometry – MS/MS), 
fragmentaci podstupují i ionty solventu, pípadn ionty neistot, což stžuje interpretaci 
spektra a proto jsou zde kladeny vyšší nároky na istotu analyzované látky. 
Ionizace elektrosprejem, stejn jako všechny techniky, u kterých probíhá ionizace za 
atmosferického tlaku, má nkolik výhod. Touto technikou lze provést takka nezávislé 
nastavení separaních podmínek (nap. pro kapalinovou chromatografii i kapilární 
elektroforézu) i podmínek pro analýzu, což usnad	uje spojení separaní techniky 
s hmotnostním spektrometrem. Proces odpaování za atmosferického tlaku je úinnjší než 
za tlaku sníženého (v dsledku lepšího penosu tepla). Navíc pi pechodu iont do vakua 
volnou expanzí se ástice samovoln ochlazují, což pispívá ke stabilit tepeln nestálých 
látek. 
ESI je vhodná zejména pro charakterizaci polárních molekul schopných vysokého 
stupn ionizace [43]. 
 
Obr. 15 Schéma iontového zdroje pro ionizaci elektrosprejem (ESI) [45] 
 
3.8.2 Hmotnostní spektrometrie sacharid 
 
Neutrální nederivatizované sacharidy se analyzují pedevším v pozitivním módu, píky 
jsou ale ve vtšin pípad málo intenzivní a velký šum zhoršuje i znemož	uje jednotlivé 
píky identifikovat. Nederivatizované sacharidy totiž nejsou dostaten ionizovány ani jednou 
z nkolika ionizaních technik, jako jsou ionizace rychlými atomy FAB (fast atom 
bombardement),  ionizace elektrosprejem ESI (electrospray ionization) nebo ionizace 
laserem v pítomnosti matrice MALDI (matrix assisted desorption and ionization), jelikož se 
jedná o polární, termicky labilní a v podstat netkavé látky. K tomu, aby efektivita ionizace 
byla vyšší, je poteba sacharidy derivatizovat. Sacharidy mohou být derivatizovány 
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sloueninami, které již mají náboj nebo sloueninami, které náboj snadno získávají. Tímto 
zpsobem lze zvýšit citlivost mení. 
Jednou z nejrozšíenjších a hojn využívaných metod je redukní aminace. 
Redukující sacharidy mohou být napíklad derivatizovány pomocí 2-aminopyridinu za vzniku 
pyridylamino (PA) derivát. 
V poslední dob se jako derivatizaní inidlo pro pedkolonovou derivatizaci 
sacharid zaal využívat 1-fenyl-3-methyl—5-pyrazolon (PMP) pípadn jeho derivát 1-(p-
methoxy)-fenyl-3-methyl-5-pyrazolon (PMPMP). Redukující sacharidy se nechají reagovat 
s PMP nebo PMPMP v bazickém prostedí za vzniku derivát, které jsou využitelné pi 
chromatografickém i ESI/MS stanovení. Nevýhodou vtšiny tchto derivát je to, že po 
derivatizaní reakci již nejsou schopny se vrátit do nativního stavu. Píinou je destrukce 
pyranosového kruhu redukujícího konce sacharid [46]. 
PMP se jako derivatizaní inidlo využívá astji než PA díky jednoduchosti pípravy 
derivát a také vyšší efektivit ionizace PMP derivát vzhledem k aminopyridylovým 




Obr.16 Strukturní vzorec 1-fenyl-3-methyl-5-pyrazolonu [47] 
 
 
Obr. 17 Chemická struktura PMP derivát sacharid [46] 
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4 CÍL PRÁCE 
Cílem pedložené diplomové práce je stanovení biologicky aktivních látek ve vybraných 
cereálních výrobcích. 
 
Za úelem dosažení cíle práce je teba ešit následující dílí úkoly: 
 
 zpracování  literární rešerše zamené na: 
 pehled biologicky aktivních látek vyskytujících se v cereálních výrobcích 
 podrobnjší popis sacharid, jejich rozdlení, výskytu a vlastnostem 
 pehled možností úpravy vzork sacharid,  hlavních zpsob separace, 
analýzy a možností detekce sacharid 
 zavedení a optimalizace metod vhodných k analýze sacharid v komplexních 
matricích rostlinného pvodu vetn optimalizace extrakce sacharid 
z vybraných materiál 
 aplikace zavedených a optimalizovaných metod k analýze jednoduchých 
cukr, polysacharid a glykosid ve vybraných typech cereálních materiál 




5 EXPERIMENTÁLNÍ ÁST 
 
5.1 Použité chemikálie a pístroje 
5.1.1 Použité chemikálie 
5.1.1.1 Standardní chemikálie 
Glukosa (Lachner s.r.o., R) 
Fruktosa (Lachner s.r.o., R) 
Maltosa (Lachner s.r.o., R) 
Laktosa (Lachner s.r.o., R) 
Sacharosa (Lachema a.s., R) 
Xylosa (HiMedia Lab., India) 
Galaktosa (HiMedia Lab., India) 
Manosa (Sigma-Aldrich, Nmecko) 
Arabinosa (Sigma-Aldrich, Nmecko) 
Celobiosa (Sigma-Aldrich, Nmecko) 
Fukosa (Sigma-Aldrich, Nmecko) 
„Oligosaccharide Kit“ (Supelco, USA) 
Pullulan (Sigma-Aldrich, Nmecko) 
Rutin hydrát, 95% (Sigma-Aldrich, Nmecko) 
Kvercetin dihydrát, 98%, HPLC (Sigma-Aldrich, Nmecko) 
5.1.1.2 Ostatní chemikálie 
Acetonitril supragradient HPLC, (Scharlau Chemie S.A. Španlsko) 
Methanol pro HPLC (LachNer s.r.o., R) 
Acetonitril pro MS - ULC/MS (Biosolve, Holandsko) 
Kyselina octová pro MS (Biosolve, Holandsko) 
Ethanol pro UV spektroskopii (LachNer s.r.o., R) 
Ethanol (LachNer s.r.o., R) 
Methanol (LachNer s.r.o., R) 
Kyselina octová p.a., 99,8% (LachNer s.r.o., R) 
Ethylacetát p.a. (LachNer s.r.o., R) 
Kyselina orthofosforená 85% (Lachema, R) 
Kyselina chlorovodíková p.a., 35% (Lachema, R) 
Kyselina sírová p.a., 96% (Lachner s.r.o., R) 
Octan sodný dihydrát (Lachner, s.r.o., R) 
Kyselina octová (Lachner, s.r.o., R) 
Isopropanol (Lachema a.s., R) 
Aceton p.a. (LachNer s.r.o., R) 
Butan-1-ol p.a. (LachNer s.r.o., R) 
Difenylamin, (Lachema a.s., R) 
Fenol (LachNer s.r.o., R) 
 45 
5.1.2 Použité pístroje a pomcky 
Sestava HPLC od firmy Ecom spol. s.r.o. R 
- programátor gradientu GP 5 
- erpadlo LCP 4020 
- degaser DG-1210 
- dávkovací analytický ventil smykový C a D 
- termostat kolon LCO 101 
- spektrofotometrický detektor LCD 2084 
- refraktometrický detektor RIDK 102 
- integrátor Data Apex CSW v. 1.7. 
Soustava HPLC/MS 
- Termostat - LCO 101, Column Oven 
- Pumpa - MS Pump Plus, Finnigam SURVEYOR 
- Detektor PDA - PDA Plus Detector, Finnigam SURVEYOR 
- Hmotnostní spektrometr - LCQ Advantage MAY, Finnigam 
Kolona - XDB C18, 5 µm, 4,6 x 150 mm, Agilent Eclipse 
HPLC kolona ZORBAX NH2 150 cm × 4,6 mm, 5 µm, Chromservis (R) 
Držák pedkolony - KJO - 4282, ECOM (R) 
UV/VIS spektrofotometr Helios , Thermospectronic 
Analytické váhy BOECO (Nmecko) 
Pedvážky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (Nmecko) 
Centrifuga U-32R BOECO (Nmecko) 
Centrifuga Mettich, Mikro 200 
Ultrazvuková láze	 PS02000 (Powersonic s r.o., SR) 
Wortex, Ika Vortex Genius 3 
Vodní láze	 Kavalier EL-20D 
Vakuová odparkaRV06-ML, Ika Werke HB4 Basic 
Topné hnízdo LTHS 500, Brnnská drutva, R 
Tenké vrstvy Alugram SIL G pro TLC, Macherey-Nagel (Nmecko) 
Filtraní papír KA 1-M  125 mm, papírna Pernštejn s.r.o., (R 
Filtry ValuPrep 25 mm, Syringe filter, 0,45 µm, PTFE membrána 
Mikropipety Discovery, BIOHIT 
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5.2 Analytické a separaní metody  
5.2.1 Charakterizace biologického materiálu 
Pro experimentální ást bylo vybráno celkem 29 rzných reálných vzork 
zahrnujících rzné druhy obilných materiál, nkteré odpadní potravináské produkty, 
vybrané vzorky medu, piva a mikroorganismy produkovaný polysacharid pullulan. Z obilovin 
byly vybrány následující - pšeniné otruby, termizované pšeniné otruby, špaldová kaše, 
pšeniná celozrnná kaše, ovesné otruby a vloky, pohankové vloky a pohankové slupky, 
sušené vajené tstoviny a mouka, z odpadních produkt ttinová melasa, mláto, syrovátka, 
bramborové slupky a jablená vláknina. Z dostupných vzork medu pak  byly stanovovány 
medy epkový, lesní, luní kvtový, kvtový smíšený, eukalyptový, maliníkový, medovicový a 
také luní biomed. Z eských piv byly vybrány 2 typy piva Gambrinus a pivo Plze	, ze 
zahraniních pivo Heineken. 
 
5.2.2 Píprava vzork 
Všechny pevné vzorky tj. obiloviny a odpadní materiály byly ped stanovením 
zpracovány následujícím zpsobem. Vzorky byly nejprve naváženy na analytických vahách 
s pesností na 4 desetinná místa. Pro všechna stanovení byly použity  3 gramy tchto 
materiál Navážky byly rozeteny pomocí tlouku v tecí misce s malým množstvím 
extrakního inidla a kvantitativn pevedeny do kádinek i varných bank. Pouze brambory 
byly ped zvážením na analytických vahách nastrouhány na struhadle vetn slupek a 
odstranna šáva.  
 
5.2.3 Extrakce sacharid z materiálu  
5.2.3.1 Postup extrakce 
Píprava vzork probhla postupem popsaným v kapitole 5.2.2.  
Všechny reálné vzorky byly extrahovány temi rznými extrakními inidly. Jako 
extrakní inidla byly používány destilovaná voda, 50% ethanol a 80% ethanol. 
Vzorky extrahované vodou byly po rozemletí kvantitativn pevedeny do 250 ml 
kádinky, doplnny destilovanou vodou do 100 ml a extrahovány po dobu tí hodin pi 
laboratorní teplot za obasného promíchání obsahu. 
Vzorky extrahované roztoky ethanolu byly po zhomogenizování kvantitativn 
pevedeny do varných bank 100 ml 50% resp. 80% ethanolu a extrahovány po dobu tí 
hodin pod zptným chladiem. 
Vodné extrakty byly po ukonení extrakce vyieny Carrezovými roztoky I a II. Po 
pidání 5 ml Carrezova roztoku I bylo za stálého míchání pidáno 5 ml Carrezova roztoku II. 
Vyiený vodný extrakt byl pefiltrován pes filtraní papír. 
Ethanolové extrakty byly po extrakci nejprve pefiltrovány pes gázu a poté pes 
filtraní papír. Filtráty byly odpaeny na vakuové odparce do sucha. Odparky byly rozpuštny 
v 50 ml vody, zaháty na vodní lázni na 80°C a pefiltrovány pes filtraní papír [23]. 
Všechny vodné filtráty byly použity pro stanovení redukujících sacharid podle 
Somogyiho a Nelsona (postup stanovení popsán v kapitole 5.2.4.1) a ke stanovení celkových 
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sacharid podle Duboise (postup stanovení uveden v kapitole 5.2.4.2. Vzorky byly uchovány 
zmrazené pi teplot -20°C. 
 
5.2.4 Analýza redukujících cukr a celkových sacharid 
5.2.4.1 Stanovení redukujících sacharid podle Somoqyiho a Nelsona 
Redukující sacharidy se stanovily spektrofotometricky pomocí Somogyi-Nelsonových 
inidel. Nejprve byla pipravena jednotlivá inidla: Somogyiho inidlo I (12 g bezvodého 
Na2CO3, 8 g NaHCO3, 6 g vinanu sodno-draselného a 72 g síranu sodného se rozpustilo 
v 400 ml destilované vody), Somogyioho inidlo II (4 g síranu m
natého a 24 g síranu 
sodného se rozpustilo v v 200 ml destilované vody), Somogyi-Nelsonovo inidlo III (25 g 
molybdenanu amonného se rozpustilo ve 450 ml destilované vody, pidalo se 21 ml 
koncentrované kyseliny sírové a 25 ml roztoku obsahujícího 3 g arseninanu sodného, 
roztok se ponechal 48 hodin odstát pi laboratorní teplot za nepístupu svtla). 
K vlastnímu stanovení se pipetoval 1 ml roztok vzork a 1 ml smsi Somogyiho 
inidla I a II, která byla pipravena smícháním obou tchto inidel v pomru 4:1 tsn ped 
použitím. Roztoky byly povaeny 15 minut na vroucí vodní lázni a ochlazeny v tekoucí vod. 
K ochlazeným roztokm byly pidány 2 ml Somogyi-Nelsonova inidla III. Vzorky byly 
intenzivn promíchány, doplnny destilovanou vodou na 10 ml a promena jejich 
absorbance pi 720 nm proti slepému vzorku. 
Pro kalibraci byl nejprve pipraven základní roztok glukosy  o koncentraci 200 µg/ml a 
z nho bylo pipetováno 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1 ml do pipravených zkumavek. Další postup 
byl shodný s pípravou vzork [23]. 
 
5.2.4.2 Stanovení celkových sacharid podle Duboise 
Celkové sacharidy byly stanoveny spektrofotometricky podle Duboise. Pro kalibraci 
byl pipraven základní vodný roztok glukosy o koncentraci 100 µg/ml a z nj bylo pipetováno 
0; 0,25; 0,5; 0,75 a 1 ml. K vlastnímu stanovení byl pipetován 1 ml roztok vzork. K 1 ml 
všech vzork a standard byl pidán 1 ml 5% roztoku fenolu a 5 ml koncentrované kyseliny 
sírové. Sms byla protepána a ponechána voln po dobu 1 hodiny pi laboratorní teplot. 
Absorbance byla zmena na spektrofotometru pi 490 nm  proti slepému vzorku [49]. 
 
5.2.5 Analýza sacharid metodou HPLC 
5.2.5.1 Podmínky analýzy sacharid metodou HPLC 
Separace probíhala izokraticky pi 25°C na kolon ZORBAX NH2 o rozmrech 150 x 
4,6 mm a zrnní 5 µm. Byla použita dávkovací smyka 20 µl. Eluce probíhala izokraticky pi 
25°C a k detekci byl použit refraktometrický detektor RIDK 102. 
 
5.2.5.2 Optimalizace stanovení sacharid metodou HPLC s refraktometrickou detekcí 
Optimalizace stanovení sacharid pomocí metody HPLC s refraktometrickou detekcí 
spoívala ve výbru vhodného pomru složek mobilní fáze - acetonitrilu a destilované vody, 
pro stanovení mono- a disacharid a oligosacharid. 
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V rámci optimalizace bylo analyzováno 7 standard nejbžnjších mono- a 
disacharid: glukosa, fruktosa, xylosa, galaktosa, maltosa, sacharosa a laktosa a dále sada 
glukózových oligosacharid (Supelco), která obsahovala rafinosu, stachyosu, melezitosu, 
isomaltotriosu, maltotriosu, maltotetrosu, maltopentosu, maltohexosu a maltoheptosu. 
Nejprve byly pipraveny zásobní standardní roztoky jednotlivých sacharid o 
koncentraci 10 mg/ml do odmrných bank (10 ml). Navážky standard sacharid byly 
rozpuštny ve smsi acetonitril-voda v pomru 1:1. 
Z tchto zásobních standardních roztok, které byly uchovávány v lednici, byly 
edním získány roztoky o koncentraci 5 mg/ml, které byly použity pro optimalizaci analýzy. 
Pro samotnou optimalizaci byly vyzkoušeny 4 typy mobilní fáze acetonitril-voda 
v pomru 90:10; 80:20; 75:25 a 70:30 pro separaci mono- a disacharid a dále mobilní fáze 
acetonitril-voda v pomrech 75:25; 65:35 a 60:40 [50]. 
Podmínky mení jsou uvedeny v kapitole 5.2.5.1. 
 
5.2.5.3 Sestrojení kalibraních závislostí pro stanovení jednotlivých sacharid 
HPLC/RI 
Ze zásobních standardních roztok jednotlivých sacharid byly postupným edním 
pipraveny roztoky o koncentraci 7,5 mg/ml, 5 mg/ml, 2,5 mg/ml, 1 mg/ml a 0,5 mg/ml. 
Všechny roztoky standard monosacharid a disacharid pak byly promeny 
v mobilní fázi acetonitril-voda o složení 75% acetonitrilu a 25% vody, pi nastavení prtoku 
mobilní fáze 1 ml/min. Kalibraní závislost pro oligosacharidy byla sestrojena promením 
roztok standard o daných koncentracích v mobilní fázi o složení 65% acetonitrilu a 35% 
vody pi prtoku mobilní fáze 0,8 ml/min. Použité mobilní fáze pro sestrojení kalibraních 
kivek mono- a oligosacharid byly vybrány na základ optimalizace metody HPLC pro 
analýzu sacharid. Podmínky analýzy jsou uvedeny v kapitole 5.2.5.1.  
Kalibrace byla zhotovena pouze pro metodu HPLC/RI, nebo bhem optimalizace se 
ukázala analýza sacharid pomocí metody HPLC s UV-VIS detekcí jako mén pesná.  
 
5.2.5.4 Stanovení sacharid metodou HPLC s UV-VIS detekcí 
V rámci optimalizace byly sacharidy také stanovovány metodou HPLC se 
spektrofotometrickou detekcí UV-VIS, odezva byla porovnána s hodnotami namenými pi 
využití refraktometru jako detektoru. 
Pro mení byla testována jednak sms sacharosy, maltosy a laktosy, která byla 
separována v mobilní fázi acetonitril-voda v pomru 75:25, pi prtoku 1 ml/min a také byly 
jednotliv meny oligosacharidy rafinosa, melezitosa, stachyosa, isomaltotriosa, maltotriosa, 
maltotetrosa, maltopentosa, maltohexosa a maltoheptosa v mobilní fázi acetonitril-voda o 
složení 60% acetonitrilu a 40% vody, pi prtoku mobilní fáze 1 ml/min. 
Všechny vzorky byly postupn analyzovány pi vlnových délkách v rozsahu od 190 
nm do 350 nm. 
Analýza probíhala za podmínek uvedených v kapitole 5.2.5.1. 
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5.2.6 Analýza sacharid metodou TLC 
5.2.6.1 Podmínky analýzy sacharid tenkovrstevnou chromatografií 
Chromatografická separace probíhala na tenké vrstv Alugram Silufol G. Nejprve byly 
na startovní áru silufolové desky naneseny roztoky sacharid a tenká vrstva byla umístna 
do chromatografické komory s vybranou vyvíjecí smsí. Vzestupné vyvíjení bylo ukoneno 
poté, kdy rozpouštdlo dosáhlo vzdálenosti asi 1 cm od horního okraje desky. Po vyjmutí 
chromatogramu z komory se elo ihned oznailo a chromatogram byl vysušen pi laboratorní 
teplot. K detekci chromatogramu se použilo inidlo, které obsahovalo sms 4 g 
difenylaminu, 4 ml anilinu, 28 ml 85% kyseliny fosforené a 200 ml acetonu.  
Chromatogram byl po detekci uložen do sušárny vyháté na 90°C a v ní ponechán po 
dobu 15 minut, dokud se neobjevily barevné skvrny odpovídající jednotlivým sacharidm. 
Tužkou byly oznaeny všechny skvrny a vypoítán retenní faktor. 
 
5.2.6.2 Stanovení mono- a disacharid 
Pro vyvíjení chromatografických desek byly vybrány následující vyvíjecí soustavy: 
ethylacetát-isopropanol-voda v pomru 3:2:1; sms ethylacetát-kyselina octová-voda 
v pomru 3:1:3, butan-1-ol-kyselina octová-voda v pomru 4:1:1 a nakonec butan-1-ol-
ethanol-voda v pomru 5:3:2 [40].  
Po píprav jednotlivých vyvíjecích smsí byly pipraveny také standardní roztoky 
vybraných monosacharid (glukosa, fruktosa, galaktosa, xylosa, arabinosa, manosa a 
fukosa) a disacharid (sacharosy, maltosy a celobiosy).  
Analýza pak probíhala podle postupu uvedeného v kapitole 5.2.6.1 pro každou 
zkoušenou vyvíjecí sms.  
5.2.6.3 Stanovení smsi maltooligosacharid 
Nejprve byly pipraveny roztoky standard jednotlivých maltooligosacharid 
(maltotriosy až maltoheptosy) a také maltosy a glukosy. Ze všech sedmi používaných 
standard byla pipravena sms, která byla nanášena na desku silufolu. Jako vyvíjecí 
soustava byly použity následující smsi: a) acetonitril-ethylacetát-propan-1-ol-voda v pomru 
85:20:50:50 a b) butanol-ethanol-voda v pomru 5:3:2. Vzhledem k velmi blízkým hodnotám 
retenního faktoru jednotlivých maltooligosacharid byla využita technika nkolikanásobného 
vyvíjení, kdy tenká vrstva vyvíjená v chromatografické komoe po vyjmutí nebyla ihned 
detekována, ale po vysušení byla znovu umístna do komory a znovu vyvíjena [48]. 
Další podmínky separace a postup byl shodný s postupem uvedeným v kapitole 
5.2.6.1.  
 
5.2.7 Analýza monosacharidového složení komplexních reálných vzork 
Vzorky cereálií byly hydrolyzovány v kyselém prostedí a následn byly 
v hydrolyzátech stanoveny monosacharidy metodou HPLC/RI. a TLC. 
Pro kyselou hydrolýzu bylo použito 16 vzork zahrnujících obilné materiály a odpadní 
produkty popsané v kapitole 5.2.1. Postup pípravy vzork je uveden v kapitole 5.2.2. K takto 
pipraveným vzorkm byla pidána 4 mol/l HCl v takovém množství, aby na 0,1 g suché 
hmoty pipadaly 2 ml HCl. Vzorky byly po dobu 8 hodin zahívány na vodní lázni za teploty 
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100°C. Ze vzork byly odebrány 2 ml po 1, 2, 4 a 8 hodinách hydrolýzy. Odebrané vzorky 
byly pefiltrovány pes gázu, odstedny na centrifuze pi 10 000 otákách po dobu 20 minut 
a nakonec pefiltrovány pes mikrofiltry [51]. Takto upravené vzorky byly uschovány v lednici 
pro analýzu metodami HPLC a TLC. 
 
5.2.7.1 Stanovení monosacharid v hydrolyzátech metodou HPLC 
Analýza všech vzork HPLC metodou probhla po jejich kyselé hydrolýze 4 M 
kyselinou chlorovodíkovou, vzorky byly na kolonu pivedeny pímým nástikem. 
Jako mobilní fáze byla použita sms o složení 75% acetonitrilu a 25% vody. 
Prtoková rychlost mobilní fáze kolonou byla nastavena na 1,0 ml/min. Ostatní podmínky 
jsou totožné s uvedenými v kapitole 5.2.5.1.  
 
5.2.7.2 Stanovení monosacharid v hydrolyzátech metodou TLC 
Pomocí tenkovrstvé chromatografie byly stanovovány monosacharidy i oligosacharidy 
v hydrolyzátech vybraných vzork. Nejprve byly pipraveny vyvíjecí smsi: sms ethylacetát-
isopropanol-voda v pomru 3:2:1 pro stanovení monosacharid a pro stanovení 
oligosacharid sms butan-1ol-ethanol-voda v pomru 5:3:2. 
Postup a podmínky jsou uvedeny v kapitole 5.2.6.1.  
 
5.2.8 Analýza vybraných potravináských odpadních materiál po enzymové 
hydrolýze 
Cílem experimentu bylo charakterizovat zmny složení sacharid po inkubaci 
vybraných cereálních materiál se smsným preparátem extracelulárních hydrolýz 
izolovaných z plísn Fusarium solani. Plíse	 byla pro tento úel kultivována po dobu 24 
hodin na minerálním médiu s obsahem glukosy jako hlavního zdroje živin. Po kultivaci 
mikroorganismu byl získaný enzymový preparát lyofilizován po dobu 48 hodin. Lyofilizát byl 
použit pro hydrolýzu nkolika typ cereálních materiál, které by mohly být využity jako 
odpadní substráty pro kultivaci prmyslov významných mikroorganism produkujících 
industriáln zajímavé metabolity. 
Enzymové hydrolýze byly podrobeny pšeniné otruby, pšeniná celozrnná kaše, 
jablená vláknina, mláto a vajené tstoviny. Pro hydrolýzu byly použity dv inkubaní 
smsi. V první kontrolní sérii se ke 2 g vybraných materiál pidalo 50 ml vody a smsi byly 
v 250 ml Erlenmayerovýchvých ba	kách ponechány uzavené pi laboratorních podmínkách. 
Ve druhé sérii byl ke 2 g materiálu krom 50 ml vody pidán také lyofilizát z 200 ml 
supernatanu plís	ové kultury, který byl rozpuštn v 5 ml destilované vody. Stejn jako u 
kontroly byly vzorky s enzymovými preparáty ponechány uzavené ve 250 ml 
Erlenmayerových ba	kách za laboratorních podmínek. Z obou sérií pak byly odebírány 
vzorky v dob 2, 24, 48, 72 a 162 hodin od doby zapoetí hydrolýzy. Všechny odebrané 
vzorky pro každou inkubaní dobu bylo analyzovány metodou HPLC/RI a orientan také 
metodou Somogyiho-Nelsona (postupem popsaným v kapitole 5.2.4.1).  
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5.2.8.1 Stanovení monosacharid metodou HPLC/RI po enzymové hydrolýze 
Pro stanovení monosacharid byla použita mobilní fáze acetonitril-voda o složení 
75% acetonitrilu a 25% vody. Prtok mobilní fáze byl nastaven na 1,0 ml/min. Podmínky 
analýzy jsou popsány v kapitole 5.2.5.1.  
 
5.2.9 Analýza vybraných potravináských materiál metodou HPLC/RI 
Pro analýzu byly vybrány vzorky syrovátky, med a piva. Ped analýzou byly navážky 
(1 g) medu rozpuštny v 5 ml vody, vzorky piva byly odvzdušnny na ultrazvuku, zedny 
vodou 1:1 a poté použity k pímému nástiku na kolonu. Podmínky analýzy jsou uvedeny 
v kapitole 5.2.5.1. Mobilní fází byla sms acetonitril voda 75:25, pi prtoku mobilní fáze 1,0 
ml/min. U všech vzork byly stanovovány všechny pítomné identifikované sacharidy.  
 
5.2.10 Produkce a charakterizace pullulanu 
Pro produkci pullulanu byl použit kmen kvasinky Aureobasidium pullulans. Nejprve 
bylo pipraveno inokulaní médium o objemu 100 ml v kuželové ba	ce (250 ml) a za 
sterilních podmínek došlo k zaokování kulturou z Petriho misky. Po 24 hodinách došlo 
k peokování do druhého inokulaního média o stejném objemu i složení a po dalších 24 
hodinách bylo z tohoto média zaokováno opt o objemu 100 ml s obsahem stresových 
faktor. Jako stresový faktor byl použit chlorid sodný o rzných koncentracích. Po 120 
hodinách bylakultivace ukonena. Bylo odebráno 10 ml vzorku biomasy, který byl stoen pi 
12000 ot/min po dobu 20 minut. Supernatant získaný centrifugací byl použit ke stanovení 
koncentrace pullulanu. 5 ml supernatantu bylo odebráno a smícháno s dvojnásobným 
množstvím absolutního etanolu (96%) k vysrážení pítomného polysacharidu. Po 10 
minutách byl roztok s vysráženým polysacharidem stoen pi 4000 ot/min po dobu 5 minut. 
Takto získaný polysacharid byl lyofilizován po dobu 24 hodin, poté zvážen a použit pro 
enzymovou hydrolýzu [53].  
 
Inokulaní médium 1 a 2 
glukosa 40 g 
síran amonný 5g 
hydrogenfosforenan draselný 5g 
síran hoenatý 0,34 g 
kvasniný extrakt 7 g 
 




glukosa 40 g 
síran amonný 5g 
hydrogenfosforenan draselný 5g 
síran hoenatý 0,34 g 
kvasniný extrakt 7 g 
Do tohoto média byl pidáván NaCl o koncentraci 10 a 15 g/l 
 
Tab. 2: Složení produkního média, vztaženo na 1 litr destilované vody 
 
5.2.10.1 Stanovení pullulanu po enzymové hydrolýze 
Nejdíve byl pipraven 0,05M octanový pufr o pH 5,0 smícháním 14,8 ml 0,2M 
kyseliny octové a 35,2 ml 0,2M octanu sodného a doplnním do 200 ml. 
Vzorek standardu pullulanu byl rozsuspendován v 0,05M octanu sodném o pH 5,0 
tak, aby jeho výsledná koncentrace byla 10 mg/ml. Poté byl pipraven enzym pullulanasy, 
jehož aktivita byla 400 U/ml. Enzym byl 10 x zedn, aby se dosáhlo nižší koncentrace a 
roztok enzymu nebyl píluš viskózní. K 1 ml takto pipraveného standardu bylo pidáno 5 µl 
enzymu 10 x zedného roztoku pullulanasy, k dalšímu standardu pak 100 µl  
10 x zedného  roztoku pullulanasy. Aktivita standardu pullulanasy byla 400 U/ml, zedním 
se u prvního vzorku dosáhlo aktivity 0,2 U/ml, u druhého pak 4,0 U/ml. Oba takto pipravené 
standardy se inkubovaly po dobu 24 hodin pi laboratorní teplot [53]. 
Stejným zpsobem byl pipravem i vzorek pullulanu vyprodukovaný kmenem 
Aureobasidium pullulans. Vzorek pullulanu byl použit ke stanovení metodou HPLC, metodou 
tenkovrstevné chromatografie, ke stanovení redukujících sacharid podle Somogyiho a 
Nelsona (postup viz. kapitola 5.2.4.1) a ke stanovení neutrálních sacharid dle Dubiose 
(postup viz. kapitola 5.2.4.2). 
 
5.2.10.2 Stanovení pullulanu metodou HPLC/RI 
Analýza vzorku pullulanu metodou HPLC probhla po 24-hodinové inkubaci vzorku 
pi laboratorní teplot a s enzymem pullulanasou. Podmínky chromatografické analýzy jsou 
popsány v kapitole 5.2.5.1. Jako mobilní fáze byla použita sms acetonitrilu a vody v pomru 
65:35, pi prtoku mobilní fáze 0,8 ml/min.  
 
5.2.10.3 Stanovení pullulanu metodou TLC 
Metodou tenkovrstvé chromatografie byl stanovován jak standard, tak i vzorek 
pullulanu. Analýza probhla po 24 hodinové inkubaci standardu i vzorku pi laboratorní 
teplot s enzymem pullulanasou. Hydrolyzovaný standard i vzorek pullulanu byly naneseny 
na zaátek silufolové desky spolen se standardem glukosy a maltotriosy a deska byla 
umístna do chromatografické komory s vyvíjecí soustavou butan-1-ol-etanol-voda (5:3:2). 
Všechny ostatní podmínky a postup jsou shodné s uvedenými v kapitole 5.2.6.1.  
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5.2.11 Analýza glykosid ve vybraných potravináských materiálech 
5.2.11.1 Píprava vzork 
Pro analýzu glykosid byly vybrány vzorky medu, piva a obilovin. Analýza glykosid 
byla provedena pímo v analyzovaném materiálu a dále v materiálu podrobeném kyselé 
hydrolýze za úelem rozštpení glykosidických vazeb. 
Pro hydrolýzu byly náváženy 3 gramy medu a obilných materiál, pohankových 
slupek a ovesných vloek na analytických vahách s pesností na tyi desetinná místa. Pro 
analýzu piva bylo odebráno 5 ml piva znaky Gambrinus a Heineken, vzorek byl odvzdušnn 
na ultrazvuku a poté použit ke stanovení. Pipravené množství homogenizovaného materiálu 
pak bylo hydrolyzováno v prostedí 50% methanolu a 1,2 M HCl na vodní lázni po dobu dvou 
hodin. K naváženým vzorkm medu a obilovin i vzorku piva bylo pidáno 100 ml 50% 
methanolu a 60 ml 1,2 M HCl a vzorky byly hydrolyzovány na vodní lázni. Po hydrolýze byly 
vzorky neutralizovány pomocí NaHCO3 na pH pibližn 3. Poté byly odstedny na centrifuze 
pi 10 000 ot/min po dobu 10 minut [54] a použity pro pímý nástik na kolonu k analýze 
metodou HPLC.  
 
5.2.11.2 Analýza glykosid metodou HPLC/RI 
Pipravené hydrolyzáty byly analyzovány na kolon ZORBAX NH2 pro stanovení 
sacharid uvolnných z glykosid a také na kolon Agilent XDB C18 ke stanovení kvercetinu 
a dalších flavonoid uvolnných z glykosid. Analýza sacharid probíhala izokraticky 
v mobilní fázi acetonitril-voda v pomru 75:25, pi prtoku 1,0 ml/min. Flavonoidy byly 
analyzovány v mobilní fázi acetonitril-methanol-voda a kyselina fosforená v pomru 
300:200:495:5 pi prtoku 0,75 ml/min a teplot 30°C. 
 
5.2.12 Identifikace maltooligosacharid metodou LC/MS/MS 
5.2.12.1 Identifikace nederivatizovaných maltooligosacharid 
Technika MSn byla otestována na šesti vybraných maltooligosacharidech. Použity 
byly standardy isomaltotriosy, maltotriosy, maltotetrosy, maltopentosy, maltohexosy a 
maltoheptosy. Všechny standardy byly pipraveny o koncentraci 1 mg/ml a postupným 
edním z nich byly pipraveny rozotky o koncentraci 10 µg/ml. Vzorky oligosacharid byly 
rozpuštny ve smsi acetonitril – 1% kyselina octová. Pídavek kyseliny octové zapíinil 
snadnjší ionizaci analytu na kladné ionty.  
Fragmentace byla provedena v kladném módu s využitím ladní na epikatechin, který 
poskytoval nejlepší odezvu [55]. Bylo provedeno i ladní na vybrané sacharidy, které ovšem 
nebylo úspšné díky nízké odezv sacharid. Vzorky standard byly do hmotnostního 
spektrometru vedeny nástikem pes dávkovací ventil integrovaný v hmotnostním detektoru 
s dávkovací smykou 2 µl. Pro štpení zvoleného parentálního iontu byla aplikována kolizní 
energie 50% a výsledky byly zdokumentovány a vyhodnoceny pomocí programu Xcalibur 
(Thermo electron corporation).  
 
 54 
5.2.12.2  Identifikace derivatizovaných maltooligosacharid 
Derivatizace sacharid byla provedena pomocí derivatizaního inidla. K tomuto 
úelu bylo vybráno jedno z nejpoužívanjších inidel, a to 1-fenyl-3-metyl-5-pyrazolon 
(PMP). Samotná derivatizace probhla následujícím zpsobem. Ke 100 ml pipravených 
standardních roztok maltooligosacharid o koncentraci 10 µg/ml bylo pidáno 500 µl 0,3 M 
NaOH a stejný objem 0,5 M PMP. Smsi byly zahívány po dobu 2 hodin pi 70°C. Poté bylo 
k roztokm pidáno 0,5 ml deionizované vody a 1 ml chloroformu. Sms bykla protepána a 
organická fáze odstranna. Tento proces byl opakován tikrát [46]. Vodná vrstva pak byla 
použita k pímému nástiku na hmotnostní spektrometr a stanovena metodou MS/MS.  
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6 VÝSLEDKY A DISKUZE 
 
6.1 Optimalizace stanovení sacharid metodou HPLC 
Cílem první série experiment bylo zavedení píslušných analytických metod a  optimalizace 
podmínek chromatografické separace monosacharid, disacharid a jejich smsí a také 
smsi oligosacharid. Optimalizované podmínky byly pak používány pi analýze reálných 
vzork cereálních produkt.  
6.1.1 Optimalizace stanovení mono- a disacharid metodou HPLC/RI 
Pro optimalizaci stanovení mono- a disacharid metodou HPLC s refraktometrickou 
detekcí bylo použito 7 standard mono- a disacharid, konkrétn pak monosacharidy 
glukosa, fruktosa, galaktosa a xylosa, z disachardi pak byly vybrány nejdležitjší a 
nejrozšíenjší - laktosa, maltosa a sacharosa. Chromatografie byla provedena za podmínek 
uvedených v kap 5.2.5.1.  Standardní roztoky (c = 5 mg/ml) všech vybraných sacharid byly 
promeny ve tyech rzných typech mobilní fáze acetonitril-voda. Mobilní fáze acetonitril-
voda byla pipravena ve složení 70:30; 75:25; 80:20 a nakonec 90:10. Jednotlivé pipravené 
standardy mono- a disacharid byly promeny pi tech rzných prtocích, a to pi prtoku 
0,8 ml/min, dále 1,0 ml/min a nakonec pi prtoku 1,5 ml/min v mobilních fázích, které 
obsahovaly 70%, 75% a 80% acetonitrilu. Mobilní fáze o složení 90% acetonitrilu a 10% 
vody a pi prtoku 1,5 ml/min se ukázala pro stanovení naprosto nevhodná, protože retenní 
asy sacharid byly píliš vysoké, takže pípadné analýzy by byly asové nároné a píky 
jednotlivých sacharid rozmyté a obtížn hodnotitelné. Proto pro tuto mobilní fázi byl použit 
pouze jediný prtok, a to 1,0 ml/min. 
Všechny vybrané standardy mono- a disacharid byly v každé testované mobilní fázi 
promeny samostatn a poté ve smsi, aby bylo vyzkoušeno, jestli bude možné sacharidy 
oddlit do takové míry, aby byla možná jejich identifikace a kvantifikace. 
Pi mení v mobilní fázi o složení 70% acetonitrilu a 30% vody jsou retenní asy 
sacharid velmi blízké a separace a identifikace jednotlivých sacharid ve smsi je obtížná. 
Zejména sms fruktosy, glukosy a galaktosy je velmi tžce identifikovatelná vzhledem 
k velmi podobným retenním asm tchto sacharid. 
Použití mobilní fáze v pomru acetonitrilu a vody 80:20 má za následek zvýšení 
retenních as sacharid a úspšnou separaci smsi fruktosy, glukosa a galaktosy pi 
všech zkoušených prtocích. Zárove	 však pi zvýšení obsahu acetonitrilu v mobilní fázi 
dochází k pomrn znanému rozostení píku, píky nejsou symetrické, jsou rozmyté nebo 
chvostují. Jako tetí mobilní fáze byla testována sms s obsahem 75% acetonitrilu a 25% 
vody. Pi nastavení prtoku 1,5 ml/min sacharidy nebyly dobe separovány, retenní asy 
sacharid byly nízké a stejn jako v pípad použití smsi acetonitril-voda v pomru 70:30 
nebylo možné pesn identifikovat jednotlivé složky smsi sacharid fruktosy, glukosy a 
galaktosy. 
V pípad mení pi prtocích 0,8 ml/min a 1,0 ml/min nebyly pozorovány výrazné 
rozdíly, v obou pípadech byly píky symetrické a složky smsi sacharid od sebe byly 
zeteln oddleny, jednotlivé sacharidy byly i ve smsi snadno identifikovatelné. 
Pro všechna pozdjší stanovení mono- a disacharid v reálných vzorcích byla 
nakonec vybrána mobilní fáze acetonitril-voda o pomru 75:25 pi prtoku 1 ml/min.  
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Obecn lze íci, že zvýšení obsahu vody v mobilní fázi vede ke snížení retenních 























xylosa 6,62 5,70 3,61 5,76 4,61 3,08 9,33 7,31 4,78 
fruktosa 8,33 7,25 4,53 6,91 5,52 3,69 12,46 9,90 6,48 
glukosa 9,66 8,41 5,27 7,73 6,18 4,13 15,61 12,32 8,07 
galaktosa 10,56 9,25 5,76 8,31 6,66 4,42 16,96 13,69 8,92 
sacharosa 13,69 11,97 7,48 9,85 7,88 5,25 26,34 21,03 13,79 
maltosa 17,08 14,95 9,38 11,86 9,47 6,40 30,74 27,88 18,30 
laktosa 20,00 17,57 10,99 13,47 10,77 7,30 37,82 33,89 22,26 
 




Chromatogram 1: Separovaná sms monosacharid v mobilní fázi acetonitril-voda 75:25 pi 
prtoku 1 ml/min, detekce RI  
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6.1.2 Optimalizace stanovení oligosacharid metodou HPLC/RI 
 
Pro optimalizaci stanovení oligosacharid metodou HPLC s refraktometrickou detekcí 
byly vybrány 3 mobilní fáze lišící se svým složením. Pro testování byly vybrány mobilní fáze 
acetonitril-voda o složení 75:25; 65:35 a 60:40. Ve všech pipravených mobilních fázích byly 
promeny všechny pipravené standardy oligosacharid, jednalo se o individuální roztoky a 
též sms rafinosy, stachyosy, melezitosy, isomaltotriosy, maltotriosy, maltotetrosy, 
maltopentosy, maltohexosy a maltoheptosy. Všechny oligosacharidy byly v každé zkoušené 
mobilní fázi promeny samostatn a poté také ve smsi, aby bylo vyzkoušeno, dojde-li 
k takovému rozdlení, které by umožnilo jejich identifikaci. 
Nejprve byla zkoumána mobilní fáze o složení 75% acetonitrilu a 25% vody. Pi 
prtoku mobilní fáze kolonou 1,0 ml/min byl poslední z oligosacharid, maltoheptosa, 
eluován v ase 69,13 min. Všechny oligosacharidy byly velmi dobe identifikovatelné, píky 
však byly mírn rozmyté a a analýza probíhala pomrn dlouhou dobu, proto byly 
vyzkoušeny další 2 typy mobilní fáze s nižším obsahem acetonitrilu. 
Další testovanou mobilní fází byla sms acetonitrilu a vody v pomru 60:40, prtok 
byl nastaven na 1 ml/min. Tato mobilní fáze se taktéž ukázala jako nevhodná pro kvalitní 
identifikaci jednotlivých oligosacharid ve smsi. Dvodem jsou velmi podobné retenní asy 
nižších maltooligosacharid, konkrétn isomaltotriosy, maltotriosy, maltotetrosy a také 
rafinosy a melezitosy. 
Poslední zkoušenou mobilní fází byla sms acetonitrilu a vody s obsahem 65% 
acetonitrilu. Tato mobilní fáze byla vyzkoušena pro dva rzné prtoky, a to 0,8 ml/min a 1,0 
ml/min. V pípad vyššího prtoku (1,0 ml/min) se podailo oligosacharidovou sms rozdlit 
pomrn dobe, vtšina pík byla symetrická, gaussovského tvaru, pouze retenní asy 
rafinosy a maltotriosy byly prakticky totožné a ve smsi se od sebe neoddlily. Z tohoto 
dvodu byl pro stejnou mobilní fázi vyzkoušen prtok 0,8 ml/min. Požadavaného efektu bylo 
dosaženo jen ásten, jednotliv mené vzorky rafinosy a maltotriosy mly odlišné 
retenní asy, ve smsi se však oddlily jen velmi neúpln. Pesto tato mobilní fáze byla 
vybrána jako nejlepší z testovaných smsí, píky mly gaussovský tvar, nebyly rozmyté a celá 
analýza trvala pomrn krátkou dobu, pibližn 30 minut. 
 
Mobilní fáze 
 60:40 65:35 75:25 
oligosacharid 1,0 ml/min 0,8 ml/min 1,0 ml/min 1,0 ml/min 
melezitosa 4,45 8,83 5,56 14,94 
maltotriosa 5,13 10,08 6,19 18,84 
rafinosa 5,72 10,70 6,19 19,12 
isomaltotriosa 5,9 11,67 7,23 26,31 
maltotetrosa 5,9 12,83 7,92 33,15 
stachyosa 6,2 13,81 8,78 35,12 
maltopentosa 7,02 16,88 10,13 46,33 
maltohexosa 8,13 21,14 12,81 56,47 
maltoheptosa 9,57 26,71 16,02 69,13 
 
Tab. 2: Retenní asy oligosacharid v rzných mobilních fázích, min 
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6.1.3 Stanovení sacharid metodou HPLC s UV-VIS detekcí 
 
V rámci optimalizace byly sacharidy také stanovovány metodou HPLC se 
spektrofotometrickou detekcí UV-VIS detektorem postupem popsaným v kapitole 5.2.5.4 
[38]. Testované oligosacharidy shodn vykazovaly odezvu pouze pi vlnové délce 190 nm. 
Mením pi dalších vlnových délkách nevykazovaly odezvu žádnou nebo pouze velmi 
nízkou, stejn jako v pípad mení pi vlnové délce 200 nm. Pro orientaci bylo stanoveno 
absorpní spektrum sacharosy (obr.1), které potvrdilo absorpní maximum pi 190 nm. 
 
 
Obr. 1: Absorpní spektrum sacharosy pro vlnové délky od 190 nm do 350 nm 
 
Jednotlivé oligosacharidy proto byly promeny pi vlnové délce 190 nm za podmínek 
popsaných v kapitole 5.2.2 a výsledky mení byly porovnány se vzorky detekovanými 
diferenciálním refraktometrem za stejných podmínek mení. 
Porovnáním výsledk z obou mení lze íci, že pi detekci sacharid UV-VIS 
spektrofotometrem mají sacharidy ponkud nižší retenní asy a také jejich odezva je menší. 
Vyjímkou byly pouze dva z devíti promovaných oligosacharid, a to stachyosa a 
maltoheptosa. Pi mení vzork a jejich detekci UV-VIS spektrometrem byly píky rozmyté 





60:40 prtok 1,0 ml/min 
oligosacharid Refraktometrická detekce UV-VIS detekce 
melezitosa 4,45 4,40 
maltotriosa 5,13 4,73 
rafinosa 5,72 4,79 
isomaltotriosa 5,92 5,34 
maltotetrosa 5,9 5,61 
stachyosa 6,2 6,11 
maltopentosa 7,02 6,68 
maltohexosa 8,13 7,94 
maltoheptosa 9,57 9,37 
 




60:40 prtok 1,0 ml/min 
oligosacharid Refraktometrická detekce UV-VIS detekce 
 plocha píku (mV . s) plocha píku (mV . s) 
melezitosa 863,83 643,03 
maltotriosa 722,61 512,76 
rafinosa 797,46 572,32 
isomaltotriosa 612,19 305,31 
maltotetrosa 909,60 570,63 
stachyosa 709,97 762,35 
maltopentosa 677,77 447,59 
maltohexosa 702,62 352,27 
maltoheptosa 523,60 639,61 
 





































































refraktometrická detekce UV-VIS detekce
 
 
Graf. 1: Porovnání kvantitativní odezvy refraktometrického a spektrofotometrického 
detektoru 
 
6.1.4 Kalibrace kvantitativního stanovení standardních roztok sacharid 
Kalibraní kivky sacharid byly sestrojeny promením série standardních roztok o 
koncentracích 0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 2,5 mg/ml, 5 mg/ml, 7,5 mg/ml a 10 mg/ml.  
Kalibraní kivky mly lineární tvar do koncentrace 5 mg/ml u sacharid xylosy, 
fruktosy, glukosy, galaktosy, sacharosy, maltosy, fukosy, manosy a celobiosy. U ostatních 
sacharid byla odezva lineární v celém prbhu kalibraní kivky (od koncentrace 0,5 mg/ml 
do 10 mg/ml). Detekní limit pro monosacharidy a disacharidy byl 0,2 mg/ml, pro 
oligosacharidy pak pibližn 0,3 mg/ml. Rovnice regrese a regresní koeficeinty pro 
stanovované standardy jsou uvedeny v tabulce 5. Kalibraní závislosti pro vybrané sacharidy 




Standard Regresní rovnice Regresní koeficient 
xylosa y (mV.s) = 855,96x (mg/ml) R2 = 0,974 
fruktosa y (mV.s) = 908,62x (mg/ml) R2 = 0,9483 
glukosa y (mV.s) = 765,86x (mg/ml) R2 = 0,9883 
galaktosa y (mV.s) = 423,13x (mg/ml) R2 = 0,9104 
arabinosa y (mV.s) = 631x (mg/ml) R2 = 0,9977 
manosa y (mV.s) = 1570,5x (mg/ml) R2 = 0,9784 
fukosa y (mV.s) = 1490,2x (mg/ml) R2 = 0,9921 
celobiosa y (mV.s) = 1652,5x (mg/ml) R2 = 0,9946 
sacharosa y (mV.s) = 1359,2x (mg/ml) R2 = 0,9999 
maltosa y (mV.s) = 721,15x (mg/ml) R2 = 0,9364 
laktosa y (mV.s) = 1145,4x (mg/ml) R2 = 0,9968 
rafinosa y (mV.s) = 1291,3x (mg/ml) R2 = 0,988 
maltotriosa y (mV.s) = 958,15x (mg/ml) R2 = 0,9992 
maltotetrosa y (mV.s) = 951,49x (mg/ml) R2 = 0,996 
 
Tab. 5: Kalibraní závislosti použitých standard sacharid 
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6.2 Optimalizace stanovení sacharid metodou TLC 
6.2.1 Stanovení monosacharid a disacharid 
Pro stanovení monosacharid a disacharid byly vybrány následující vyvíjecí 
soustavy: ethylacetát-isopropanol-voda v pomru 3:2:1, sms ethylacetátu, kyseliny octové a 
vody v pomru 3:1:3, butanol-kyselina octová-voda 4:1:1 a nakonec  butanol-ethanol-voda 
v pomru 5:3:2 [40].  
Jako první byla vyzkoušena vyvíjecí soustava ethylacetát-isopropanol-voda (3:2:1). 
K vyvíjení byly použity dv rzn dlouhé silufolové desky o  délce 10 cm a 15 cm. Hodnoty 
retenních faktor jednotlivých stanovovaných sacharid a zbarvení skvrn po detekci na 10 
cm dlouhé tenké vrstv jsou uvedeny v tabulce 6, srovnání retenních faktor sacharid na 
obou chromatografických deskách je uvedeno v tabulce 7. 
 
Vyvíjecí soustava ethylacetát-isopropanol-voda (3:2:1) 
sacharid RF barva po detekci 
arabinosa 0,486 šedozelená 
fukosa 0,45 šedá 
fruktosa 0,494 ervená 
galaktosa 0,422 tmav modrá 
glukosa 0,464 tmav modrá 
manosa 0,52 tmav modrá 
xylosa 0,563 šedozelená 
celobiosa 0,324 jasn modrá 
maltosa 0,324 jasn modrá 
sacharosa 0,4 šedozelená 
 
Tab. 6: Retenní faktory a zbarvení skvrn po detekci mono- a disacharid 
 
Vyvíjecí soustava ethylacetát-isopropanol-voda (3:2:1) 
sacharid RF chromatografická deska 10 cm RF chromatografická deska 15 cm 
arabinosa 0,486 0,38 
galaktosa 0,422 0,38 
glukosa 0,464 0,36 
manosa 0,52 0,39 
xylosa 0,563 0,48 
celobiosa 0,324 0,323 
maltosa 0,324 0,323 
 
Tab. 7: Srovnání retenních faktor na dvou rzn dlouhých chromatografických deskách 
 
Pi stanovení monosacharid uvedenou vyvíjecí soustavou lze nejlépe odlišit xylosu, 
která má nejvyšší retenní faktor, dále je možné odlišit glukosu od galaktosy, stejn tak 
fruktosu od sacharosy a maltosy. Naopak velmi podobné retenní faktory má arabinosa a 
glukosa, fruktosa a glukosa, které lze odlišit pouze porovnáním zbarvení skvrn a také 
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disacharidy maltosa a celobiosa jsou v této vyvíjecí soustav od sebe vzájemn prakticky 










Obr. 3: Detekované skvrny vybraných sacharid ve vyvíjecí soustav ethylacetát-
isopropanol-voda (3:2:1) 
 
V rámci stanovování sacharid v dané soustav bylo vyzkoušeno také dvojnásobné 
vyvíjení za úelem zjistit, zda se od sebe monosacharidy oddlí lépe.  
 







Tab. 8: Retenní faktory vybraných monosacharid pi dvojnásobném vyvíjení 
 
Po dvojnásobném vyvíjení monosacharid nedošlo k výraznjšímu oddlení 
sacharid arabinosy, manosy a glukosy s galaktosou, všechny tyi sacharidy mli velmi 
podobné retenní faktory. Arabinosa a manosa byly od sebe tém nerozeznatelné, rozdíl 
mezi glukosou a galaktosou byl srovnatelný s výsledky pi prvním vyvíjení v téže soustav. 
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Jako druhá vyvíjecí soustava byla zkoušena sms ethylacetát-kyselina octová-voda 
v pomru 3:1:3 [40]. Standardy monosacharid byly vyvíjeny na 15 cm dlouhé silufolové 
desce. Pro danou soustavu byly charakteristické velmi malé retenní asy, monosacharidy 
se prakticky neodpoutaly od startovní áry. Nejvyšší retenní as mla xylosa, ostatní 
sacharidy mly retenní asy prakticky totožné. Výsledky jsou uvedeny v tabulce 9 a na 
obrázku 4. 
 












Obr. 4: Detekované skvrny vybraných sacharid ve vyvíjecí soustav ethylacetát-kyselina 
octová-voda (3:1:3) 
 
Tetí testovanou soustavou byla sms butanol-kyselina octová-voda v pomru 4:1:1. 
K vyvíjení byly použity dv rzn dlouhé silufolové desky, délky 10 cm a 15 cm podobn jako 
v pípad, kdy byla využita vyvíjecí soustava ethylacetátu, isopropanolu a vody (3:2:1). 
Hodnoty retenních faktor jednotlivých stanovovaných sacharid a zbarvení skvrn 
po detekci na 10 cm dlouhé tenké vrstv jsou uvedeny v tabulce 10, srovnání retenních 




Vyvíjecí soustava butan-1-ol-kyselina octová-voda 
(4:1:1) 
sacharid RF barva po detekci 
arabinosa 0,453 šedozelená 
fukosa 0,365 šedá 
fruktosa 0,318 ervená 
galaktosa 0,415 tmav modrá 
glukosa 0,443 tmav modrá 
manosa 0,472 tmav modrá 
xylosa 0,538 šedozelená 
celobiosa 0,358 jasn modrá 
maltosa 0,358 jasn modrá 
sacharosa 0,182 šedozelená 
 
Tab. 10: Retenní faktory a zbarvení skvrn po detekci mono- a disacharid 
 
Vyvíjecí soustava butan-1-ol-kyselina octová-voda (4:1:1) 
sacharid RF chromatografická deska 10 cm RF chromatografická deska 15 cm 
arabinosa 0,453 0,428 
galaktosa 0,415 0,381 
glukosa 0,443 0,424 
manosa 0,472 0,524 
xylosa 0,538 0,5 
celobiosa 0,358 0,313 
maltosa 0,358 0,317 
 
Tab. 11: Srovnání retenních faktor na dvou rzn dlouhých chromatografických deskách 
 
Pi stanovování monosacharid vyvíjením ve smsi butanolu, kyseliny octové a vody 
(4:1:1) byly výsledky velmi podobné s výsledky dosaženými pi vyvíjení v soustav 
ethylacetátu, isopropanolu a vody (3:2:1). Nejvyšší retenní faktor mla xylosa, nejnižší 
galaktosa. Obecn byly retenní faktory o málo menší a separace proto o nco horší než 
v pípad zmi	ované ethylacetátové vyvíjecí smsi. Vyvíjení také trvalo delší dobu. 
Disacharidy maltosu a celobiosu se i v této soustav nepodailo od sebe oddlit. Detekované 






Obr. 5: Detekované skvrny vybraných mono- a disacharid ve vyvíjecí soustav butan-1-ol-
kyselina octová-voda (4:1:1) 
 
Poslední vyvíjecí smsí, která byla použita jednak ke stanovení monosacharid a 
zárove	 i ke stanovení maltooligosacharid, byla sms butan-1-ol-etanol-voda v pomru 
5:3:2 [40]. Hodnoty retenních faktor jednotlivých stanovovaných sacharid na 10 cm 
dlouhé tenké vrstv jsou uvedeny v tabulce 12. 
 
Vyvíjecí soustava butan-1-ol-etanol-voda 
(5:3:2) 









Tab. 12: Retenní asy monosacharid ve vyvíjecí soustav butan-1-ol-etanol-voda (5:3:2) 
 
Výsledky získané vyvíjením monosacharid v soustav butan-1-ol-etanol-voda (5:3:2) 
se od výsledk pedchozích vyvíjecích soustav lišily pedevším v hodnotách retenních 
faktor všech testovaných monosacharid. Všechny monosacharidy mly v dané soustav 
podstatn vyšší retenní faktor než v ostatních vyvíjecích soustavách, což znamená, že jsou 
v dané soustav velmi dobe rozpustné a jsou mén zadržovány stacionární fází. Vzájemné 
oddlení sacharid, ale bylo horší než v pípad vyvíjecí soustavy ethylacetát-isopropanol-
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voda, velmi špatn odlišitelná od ostatních sacharid (zejména od manosy) byla i xylosa. 
Také zabarvení skvrn po detekci difenylaminem bylo zcela odlišné od pedchozích soustav, 
všechny sacharidy byly zbarveny velmi tmav mode, spíše do erna. Z tchto dvod byla 
tato mobilní fáze vyhodnocena ke stanovování monosacharid jako nevhodná. 




Obr. 6: Detekované skvrny vybraných sacharid ve vyvíjecí soustav butan-1-ol-etanol-voda 
(5:3:2) 
 
Krom výše zmínných monosacharid byly v této vyvíjecí soustav stanovovány 
také tyi vybrané disacharidy, a to celobiosa, maltosa, sacharosa a laktosa. Zjištné 
retenní faktory jsou uvedeny v tabulce 12. 
 
Vyvíjecí soustava butan-1-ol-etanol-voda 
(5:3:2) 






Tab. 13: Retenní asy monosacharid ve vyvíjecí soustav butan-1-ol-etanol-voda (5:3:2) 
 
V této soustav se velmi dobe podailo oddlit maltosu, laktosu a sacharosu, která 
mla nejvtší retenní faktor. Ovšem i v této soustav se nepovedlo oddlit celobiosu a 
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maltosu, stejn jako v pedchozích vyvíjecích soustavách. Detekované skvrny disacharid 
jsou na obrázcích 7 a 8. 
 
    
 
Obr. 7 a 8: Detekované skvrny disacharid ve vyvíjecí soustav butan-1-ol-etanol-voda 
(5:3:2) 
 
6.2.2 Stanovení smsi maltooligosacharid 
Pro stanovení maltooligosacharid byly vybrány dv vyvíjecí soustavy vhodné pro 
stanovování maltooligosacharid [40, 48], a to soustava acetonitril-ethylacetát-propan-1-ol-
voda v pomru 85:20:50:50 a soustava butan-1-ol-etanol-voda (5:3:2), která byla použita i 
pro monosacharidy a disacharidy.  
Nejprve byla sms maltooligosacharid vyvíjena v soustav acetonitril-ethylacetát-
propan-1-ol-voda (85:20:50:50). Po dvojnásobném vyvíjení byla silufolová deska detekována 
difenylaminem, nedošlo však k vizualizaci skvrn sacharid ani po delší dob inkubace pi 
teplot 80°C, nepomohlo ani zvýšení teploty na 120°C.  
Z toho dvodu byla vyzkoušena jiná soustava - butan-1-ol-etanol-voda (5:3:2). Po 
prvním vyvíjení, které probíhalo na 15 cm dlouhé silufolové desce po dobu pibližn 3 hodiny 
a po následné detekci smsi maltooligosacharid roztokem difenylaminu se objevily modré 
skvrny maltooligosacharid. Skvrny však byly nedostaten rozdléné a rozpité, pesto bylo 
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možné pibližn rozpoznat prvních 5 sacharid (glukosu, maltosu, maltotriosu, maltotetrosu a 
maltopentosu). Poté byla sms oligosacharid vyvíjena dvojnásobn, celková doba obou 
vyvíjení byla pibližn sedm hodin. Po vysušení a detekování tenké vrstvy bylo na desce 
pozorováno sedm oddlených skvrn, snadno identifikovatelných. Glukosa, maltosa a 
maltotriosa byly od ostatních složek oddleny zcela zeteln, ostatní oligosacharidy byly 
ásten pekryty, pesto je bylo možné identifikovat a stanovit jejich retenní faktory. 
Retenní faktory všech maltooligosacharid jsou uvedeny v tabulce 14, na obrázku 9 jsou 
vidt detekované silufolové desky po jediném i dvojnásobném vyvíjení.  
 
Vyvíjecí soustava butan-1-ol-etanol-voda 
(5:3:2) 















Obr. 9: Chromatogramy maltooligosacharid po jediném a dvojnásobném vyvíjení 
 
6.3 Analýza modelového polysacharidu - pullulanu  
 
Pullulan je mikrobiální polysacharid produkovaný extracelulárn kvasinkovitým 
organismem Aureobasidium pullulans. V pedložené práci byl použit pullulan jako modelový 
sacharid k testování zavedených extrakních, spektrofotometrických a chromatografických 
metod. Uvedené metody byly aplikovány jak na standardní preparát pullulanu, tak na reálný 
vzorek – kulturu A.pullulans kultivovanou za podmínek vysoké produkce pullulanu. Pullulan 
byl z média izolován, extrahován a analyzován souasn se standardním preparátem. Oba 
typy pullulanu byly dále podrobeny enzymové hydrolýze mikrobiální pullulanázou a byly 
analyzovány a parciáln identifikovány štpné produkty. 
Výtžnost pullulanu pi první kultivaci na produkním médiu byla 0,1739 g pullulanu 
ze 100 ml produkního média. Pi druhé kultivaci byla výtžnost nižší, pouze 0,0627 g 
pullulanu ze 100 ml média. Ze vzorku získaného pi první kultivací bylo odebráno 50 mg 
pullulanu, rozpuštno v 1 ml pufru a pidáno 0,5 µl zedného enzymu pullulanasy (viz. 
kapitola 5.2.10.1), ke druhé navážce 50 mg pullulanu bylo pidáno 100 µl zedného 
enzymu. Ze vzorku získaného druhou kultivací bylo odebráno dvakrát po 20 mg pullulanu a 
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stejným zpsobem jako v pedchozím pípad pipraveny roztoky pro enzymovou hydrolýzu 
enzymem pullulanasou o aktivit 0,2U/ml a 4,0U/ml. 
 
6.3.1 Stanovení pullulanu metodou HPLC 
Pro kvalitativní a kvantitativní analýzu pullulanu byla použita metoda HPLC (viz. 
kapitola 5.2.5.1). Pro analýzu byly použity vzorky hydrolyzované enzymem pullulanasou. 
Stanovovány byly sacharidy, které se z pullulanu uvolnily po enzymové hydrolýze. Obsahy 
sacharid byly vypoteny z kalibraních závislostí, které byly sestrojeny za použití daných 
standard (kalibraní závislosti glukosy, maltotriosy a maltotetrosy jsou uvedeny v kapitole 
6.1.4). Promeny byly oba vzorky pullulanu, získané za odlišných podmínek kultivace.  
 
1. kultivace 2. kultivace 
 Aktivita enzymu  Aktivita enzymu 
sacharid 0,2 U/ml 4,0 U/ml sacharid 0,2 U/ml 4,0 U/ml 
glukosa (mg) 0,54 6,99 glukosa (mg) 1,5 6,63 
maltotriosa (mg) 4,34 3,62 maltotriosa (mg) 2,66 2,65 
maltotetrosa (mg) 21,32 24,96 
 
maltotetrosa (mg) 8,41 7,22 
 
Tab. 14: Množství sacharid v pullulanu po jeho štpení enzymem pullulanasy o aktivit  












aktivita enzymu 0,2 U/ml, 1. vzorek aktivita enzymu 4,0 U/ml, 1. vzorek
aktivita enzymu 0,2 U/ml, 2. vzorek aktivita enzymu 4,0 U/ml, 2. vzorek
 
 
Graf 2: Srovnání množství identfikovaných sacharid v obou vzorcích pi psobení enzym o 
aktivit 0,2 U/ml a 4,0 U/ml 
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Pro enzymovou hydrolýzu byl použit enzym pullulanasa produkovaný 
mikroorganismem Bacillus acidopullulyticus. Ve všech promených vzorcích byly analýzou 
metodou HPLC identifikovány následující sacharidy: glukosa, maltotriosa, maltotetrosa. 
 V prvním vzorku byly z navážky 50 mg pullulanu zjištny následující hodnoty: nejvíce 
se z pullulanu uvolnilo maltotetrosových jednotek (21,32 mg v pípad použití enzymu 
s aktivitou 0,2 U/ml a 24,96 mg v pípad enzymu o aktivit 4,0 U/ml), dále pak u vzorku 
hydrolyzovaného mén aktivním enzymem byl namen vyšší obsah maltotriosy (4,34 mg) 
než glukosy (0,54 mg), naopak pi hydrolýze aktivnjším enzymem bylo množství glukosy 
uvolnné z pullulanu vyšší (6,99 mg) než množství maltotriosy (3,62 mg). 
U druhého vzorku byly z navážky 20 mg pullulanu zjištny tyto hodnoty: stejn jako u 
prvního vzorku pullulanu byly po hydrolýze nameny nejvtší hodnoty pro sacharid 
maltotetrosu, a to 8,41 mg u enzymu s nižší aktivitou a 7,22 mg s vyšší aktivitou. A podobné 
bylo i srovnání uvolnné glukosy a maltotriosy. U vzorku, který byl hydrolyzován mén 
aktivním enzymem, byl vyšší obsah maltotriosy (2,66) než glukosy (1,5 mg), v pípad 
aktivnjšího enzymu se z pullulanu uvolnilo více glukosy (6,63 mg) než maltotriosy (2,65 
mg). 
Nízké hodnoty obsahu maltotriosy a naopak vyšší hodnoty u glukosy a maltotetrosy 
mohou být zpsobeny skuteností, že byl vzorek pullulanu hydrolyzován enzymem, který je 
nespecifický a tudíž neštpí pouze vazby -(1, 6), kterými jsou spojeny maltotriosové 
jednotky, ale hydrolyzuje také vazby -(1, 4). Tuto teorii by mohla potvrzovat i skutenost, že 
pi hydrolýze aktivnjším z obou enzym je množství glukosy vyšší než pi hydrolýze mén 
aktivním enzymem. Maltotriosa uvolnná z pullulanu by se tedy mohla psobením 
aktivnjšího enzymu dále štpit na glukosové jednotky.  
Chromatogram analyzovaného pullulanu je uveden v píloze 11. 
 
6.3.2 Stanovení pullulanu metodou TLC 
Na tenkou vrstvu byl nanesen hydrolyzovaný standard o koncentraci 10 mg/ml i 
hydrolyzovaný mikrobiální preparát. Jako vyvíjecí soustava byla použita sms butan-1-ol-
etanol-voda (5:3:2) a detekce byla provedena roztokem difenylaminu (viz. kapitola 5.2.6.1) 
Chromatogramy TLC standardu i vzorku pullulanu jsou uvedeny na obrázcích 10. a 11.  
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Obr. 10 a 11: Chromatogramy TLC standardu a vzorku pullulanu 
 
Pomocí metody tenkovrstvé chromatografie se podailo detekovat pouze standard 
pullulanu. Na chromatografu jsou zeteln oddleny skvrny glukosy a maltotriosy. Vzorek 
pullulanu se na tenké vrstv neoddlil od startovní áry, na chromatogramu je patrná pouze 
skvrna odpovídající pítomnosti glukosy v hydrolyzátu vzorku pullulanu. Z tohoto dvodu byl 
k vzorku pullulanu pidán 1 ml roztoku kyseliny trichloroctové, aby došlo k odstranní 
pípadných bílkovinných látek, které by mohly znemož	ovat stanovení. K dalšímu vzorku 
pullulanu byl pidán detergent 3% roztok Tritonu X-100 v 0,5M roztoku KCl. I pesto se však 
v obou pípadech nepodailo vzorek pullulanu metodou TLC úspšn stanovit.  
Ze získaných výsledk je patrné, že pro stanovení prbhu hydrolýzy a souasnou 
kvalitativní i kvantitativní analýzu štpných produk je výhodnjší metoda HPLC/RI než TLC.  
 
6.3.3 Stanovení cekového obsahu redukujících sacharid a neutrálních sacharid 
v pullulanu metodami podle Somogyiho-Nelsona a Duboise 
Reakcí se Somogyiho inidly I-III a následným fotometrickým stanovením pi 720 nm 
bylo zjištno množství redukujících sacharid v pullulanu (viz. kapitola 5.2.4.1).  
Regresní rovnice: A = 0,0281 . c       (6.1) 
Jako standard byl použit roztok glukosy o koncentraci 50 µg/ml. 
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Stanovení neutrálních sacharid podle Duboise bylo provedeno popsaným postupem 
(viz. kapitola 5.2.4.2) Vzniklé produkty byly stanoveny fotometricky pi 490 nm. Pro stanovení 
redukujících i neutrálních sacharid byl použit pouze vzorek pullulanu získaný z první 
kultivace. 
Regresní rovnice: A = 0,009 . c       (6.2) 
Jako standard byl použit roztok glukosy o koncentraci 100 µg/ml. Získané hodnoty 
redukujících a neutrálních sacharid jsou uvedeny v tabulce 15. 
 
aktivita enzymu obsah redukujících sacharid  
(µg / 50 mg) 
obsah neutrálních sacharid  
(µg / 50 mg) 
0,2 U/ml 181,71 716,67 
4,0 U/ml 180,64 715,33 
 


















aktivita enzymu 0,2 U/ml aktivita enzymu 4,0 U/ml
 
 
Graf 3: Srovnání obsahu redukujících a neutrálních sacharid v pullulanu, µg / 50 mg 
pullulanu 
 
V pípad obou experiment byly získány obma kolorimetrickými metodami 
prakticky shodné výsledky, což by mohlo být zpsobeno mimo jiné nižší citlivostí a specifikou 
tchto metod ve srovnání s chromatografickými technikami. 
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6.4 Analýza vybraných potravináských materiál metodou HPLC/RI 
Cílem následující série experiment byla aplikace zavedených metod stanovení 
sacharid ve vybraných potravináských materiálech, které mají vysoký obsah rzných 
sacharid a tyto sacharidy alespo	 do urité míry pocházejí pvodn z rostlinného materiálu 
nebo jsou vytvoeny uritým typem jeho transformace. 
 
6.4.1 Analýza vzork medu a piva metodou HPLC 
K analýze bylo vybráno 8 vzork medu a tyi vzorky piva, které byly studovány 
v paralelních diplomových pracích z hlediska obsahu antioxidant [55, 56]. Vzorky byly 
rozpuštny ve vod a použity pro nástik na kolonu. Sacharidy pítomné ve vzorcích byly 
analyzovány metodou HPLC/RI (viz. kapitola 5.2.5.1). Obsahy jednotlivých sacharid byly 
vypoítány z kalibraních závislostí dosazením namených hodnot do regresních rovnic 
(viz. tabulka 5). Výsledky jsou uvedeny v tabulkách 16 a 17 a v grafech 4 a 5. V tabulkách 
jsou uvedeny prmrné hodnoty ze dvou mení. 
 
druh medu fruktosa  
(g / 100 g) 
glukosa  
(g / 100 g) 
sacharosa  
(g / 100 g) 
maltosa  
(g / 100 g) 
epkový 34,33 50,06 2,4 2,99 
medovicový 23,43 44,63 1,08 2,71 
maliníkový 36,02 40,17 1,8 5,55 
eukalyptový 22,69 18,35 1,06 1,66 
lesní 26,7 22,8 0,66 2,44 
luní kvtový 29,15 24,55 2,43 3,53 
luní biomed 36,82 44,56 3,34 5,38 
kvtový smíšený 35,85 40,9 2,55 5,42 
 



























fruktosa glukosa sacharosa maltosa
 
 
Graf 4: Obsah sacharid ve vybraných vzorcích medu 
 
Ve vzorcích medu byly prokázány majoritní monosacharidy fruktosa a glukosa a 
disacharidy sacharosa a maltosa. Obsah glukosy se ve vybraných medech pohybuje 
v rozmezí od 18,5 g do 50,06 g / 100 g medu. Nejvíce glukosy obsahuje med epkový, 
následovaný medovicovým a luním biomedem. Fruktosa se v medech vyskytovala 
v rozmezí od 22,69 g do 36,82 g / 100 g vzorku. Množství fruktosy bylo ve všech 
promovaných medech velmi podobné, nejvtší obsah tohoto cukru byl zjištn u luního 
biomedu. Nejmenší množství fruktosy obsahovaly medy eukalyptový a lesní. Ve vtšin 
med byl obsah fruktosy nižší než glukosy, pouze u med eukalyptového, lesního a luního 
kvtového bylo množství fruktosy vyšší. Nejvtší rozdíl mezi obsahem fruktosy a glukosy byl 
zjištn u medu medovicového, který obsahoval tém dvakrát více glukosy. Obsah 
sacharosy se v medech pohyboval v rozmezí od 0,66 g do 3,34 g / 100 g vzorku. Nejmenší 
množství sacharosy obsahoval med lesní, nejvíce pak luní biomed. Posledním ze 
sacharid, které se v medech vyskytují ve významném množství je maltosa. Ta se v medech 
vyskytovala v množství od 1,66 g do 5,55 g / 100 g medu. Nejvíce zastoupená byla v medu 
maliníkovém, kvtovém smíšeném a biomedu luním. Ve velmi malém množství se pak 
vyskytovala v lesním medu. V rámci mení byly také porovnán med luní obyejný a luní 
biomed. U všech sacharid byly zjištny vyšší hodnoty u biomedu. Ze všech mených 
vzork med je na sacharidy obsahov nejchudší med eukalyptový a také lesní.  
Výsledky popsaných experiment potvrzují, že zavedená optimalizovaná metoda 
HPLC/RI je použitelná k identifikaci a kvantifikaci sacharid v medu a mže být využita ke 
stanovení kvality medu.  
Chromatogram vybraného medu je uveden v píloze 12. 
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Pro analýzu sacharid v pivu byly vybrány 3 vzorky eských a 1 vzorek zahraniního 
piva. Množství jednotlivých identifikovaných sacharid bylo vypoteno z regresních rovnic 






Plze (mg/ml) Heineken 
(mg/ml) 
xylosa 3,16 3,34 2,88 2,27 
fruktosa 0,46 0,52 1,09 0,6 
glukosa 1,4 3,39 3,93 1,15 
sacharosa 1,49 1,69 1,56 0,95 
maltosa 3,15 3,26 2,36 3,03 
maltotriosa 3,35 4 4,41 2,54 
rafinosa 0,7 0,36 0,39 0,42 
maltotetrosa 3,56 2,6 3,03 N 
 
Tab. 17: Obsah sacharid ve vybraných vzorcích piva  
 
Z jednotlivých identifikovaných sacharid se v analyzovaných pivech v nejvyšším 
množství vyskytují hlavn maltotriosa a maltosa, které pocházejí pvodn ze sladu. Velmi 
nízký obsah byl zjištn u fruktosy a rafinosy. Z porovnání testovaných eských a 
zahraniního piva bylo zjištno, že eská piva majjí vyšší zastoupení jednotlivých sacharid 
než testované zahraniní pivo Heineken.  






















glukosa maltosa maltotriosa maltotetrosa
 
 
Graf 5: Obsah glukosy, maltosy, maltotriosy a maltotetrosy ve vybraných vzorcích piva 
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6.5 Extrakce a analýza sacharid v reálných vzorcích cereálií 
V další sérii experiment byly aplikovány zavedené analytické metody k analýze 
celkového obsahu sacharid a zastoupení jednotlivých mono- a oligosacharid ve vybraných 
vzorcích cereálních výrobk. Byly analyzovány zejména materiály, které lze považovat za 
odpady z potravináských výrob a zpracování rostlinných výrobk. Výsledky analýzy obsahu 
a distribuce sacharid v tchto materiálech budou využity jako podklad k jejich potenciálnímu 
použití jako složky kultivaních médií pro kultivaci mikroorganism produkujících prmyslov 
významné intracelulární metabolity  (polyhydroxyalkanoáty, karotenoidy, ergosterol apod.) 
6.5.1 Stanovení redukujících sacharid podle Somogyiho a Nelsona 
Reakcí se Somogyi – Nelsonovými inidly a následným fotometrickým stanovením 
byly analyzovány celkové koncentrace redukujících cukr v extraktech vzork (viz. kapitola 
5.2.4.1). K extrakci byla použita odstup	ovaná koncentrace vodných roztok ethanolu 
v rozmezí 0 - 80% bžn používané v potravináství [23].  
 






pohankové vloky 3,0141 3,0488 3,0290 
pohankové slupky 3,0095 3,0083 3,0037 
pšeniné otruby - termizované 3,0032 3,0286 3,0095 
pšeniné otruby 3,0013 3,0033 3,0233 
kaše pšeniná celozrn. 3,0315 3,0013 3,0108 
tstoviny vajené 3,0265 3,0224 3,0132 
ovesné otruby 3,0052 3,0027 3,0619 
ovesné vloky 3,0256 3,0119 3,0024 
mouka 3,0630 3,0067 3,0117 
špaldová kaše 3,0149 3,0194 3,0071 
jablená vláknina 3,0131 3,0089 3,0112 
jablka 3,1220 3,2833 3,2725 
mláto 3,0544 3,0551 3,0428 
syrovátka 3,0373 3,0585 3,0985 
melasa 3,1103 3,2457 3,3173 
bramborové slupky 3,0012 3,0254 3,0356 
 
Tab. :18: Navážky materiál vybraných k extrakci 
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Obsah redukujících sacharid byl vypoítán z regresní rovnice 6.1 (viz. kapitola 
6.3.3). Jako standard byl použit roztok glukosy o koncentraci 50 µg/ml. Získané hodnoty 
redukujících sacharid extrahované z vybraných materiál jsou uvedeny v tabulce 19. 
 






pohankové vloky 201,74 ± 3,9 499,9 ± 51,44 637,57 ± 16,74 
pohankové slupky 45,33 ± 2,66 340,69 ± 31,62 150,86 ± 13,27 
pšeniné otruby termizované 1015 ± 37,87 144,33 ± 2,93 119,04 ± 2,79 
pšeniné otruby 921,31 ± 37,95 132,91 ± 11,27 66,11 ± 3,09 
kaše pšeniná celozrnná 118,37 ± 10,24 57,43 ± 2,13 54,06 ± 10,93 
ovesné otruby 47,68 ± 6,75 130,92 ± 16,21 108,79 ± 5,63 
ovesné vloky 93,84 ± 56,72 641,28 ± 16,53 392,69 ± 21,37 
mouka 359,71 ± 6,37 94,73 ± 5,02 134,27 ± 12,43 
špaldová kaše 75,66 ± 1,95 23,97 ± 4,01 84,5 ± 4,28 
jablená vláknina 869,67 ± 1,21 675,34 ± 36,55 62,44 ± 14,02 
jablka 984,52 ± 14,35 916,97 ± 10,95 953,27 ± 6,68 
mláto 1199 ± 17,9 1180 ± 64,03 1207 ± 19,72 
syrovátka 656,14 ± 25,28 665,74 ± 1,1 688,54 ± 8,47 
melasa 1178 ± 2,43 1050 ± 13,77 995,54 ± 7,89 
bramborové slupky 125,85 ± 27,56 190,09 ± 3,16 100,78 ± 8,95 
tstoviny vajené 929,51 ± 13,11 573,65 ± 39,6 539,26 ± 17,79 
 














































































































Graf 6: Obsah redukujících sacharid ve vodných extraktech vybraných vzork, mg / 100 g  
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Obsah redukujících sacharid ve vodných extraktech vzork se pohyboval v rozmezí 
od 45,33 mg do 1199 mg na 100 g vzorku. Nejnižší hodnoty redukujících sacharid ve 
stanovovaných vzorcích byly zjištny u vzork pohankových slupek, ovesných otrub a 
špaldové kaše. Naopak nejvyšší množství redukujících sacharid bylo nameno u vzork 
















































































extrakce 50% EtOH extrakce 80% EtOH
 
 














































extrakce 50% EtOH extrakce 80% EtOH
 
 
Graf 8: Srovnání množství redukujících sacharid v ostatních vybraných vzorcích po extrakci 
50% a 80% etanolem 
 
Obsah redukujících sacharid pi extrakci vzork 50% etanolem se pohyboval 
v rozmezí od 23,97 mg do 1180 mg / 100 g vzorku. Nejnižší hodnoty byly zjištny u špaldové 
kaše, pšeniné celozrnné kaše a bílé mouky. Vysoký obsah redukujících sacharid byl 
zjištn u mláta, melasy a jablek. Pi extrakci vzork 80% etanolem se množství redukujících 
sacharid pohybovalo od 54,06 mg do 1207 mg / 100 g vzorku. Nejmenší obsah redukujících 
sacharid vykazovaly vzorky pšeniné celozrnné kaše, pšeniných otrub, jablené vlákniny a 
špaldové kaše. Nejvyšší hodnoty byly zjištny u mláta, melasy a jablek. 
Srovnáním namených hodnot redukujících sacharid ve vzorcích pro všechny typy 
extrakce byl zjištn nejnižší obsah redukujících sacharid ve vzorcích špaldové kaše, 
pšeniné celozrnné kaše a ovesných otrub. Stabiln vysoké hodnoty nezávisle na 
extrakním inidle vykazovaly vzorky mláta, melasy a jablek (mono- a disacharidy), pomrn 
vysoké hodnoty redukujících sacharid mly také vzorky syrovátky (laktosa, glukosa) a 
vajených tstovin (maltodextriny). Pšeniné otruby neupravované i termizované se velmi 
dobe extrahovaly ve vod, naopak pi extrakci obma roztoky etanolu jsou hodnoty výrazn 
menší, podobná situace nastala také u pšeniné celozrnné kaše. Ze získaných výsledk 
vyplývá, že každý typ potravináské matrice vyžaduje individuální optimalizovaný extrakní 
postup pro analýzu obsahu celkových redukujících cukr.   
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6.5.2 Stanovení neutrálních sacharid podle Duboise 
Metoda dle Duboise se velmi asto používá ke stanovení celkových polysacharid 
v ad typ potravináských matric, ale i v mikrobiálních vzorcích. Stanovení neutrálních 
sacharid bylo provedeno spektrofotometricky po hydrolýze sacharid kyselinou sírovou (viz. 
kapitola 5.2.6.4). Ke stanovení byly vybrány nkteré z pipravených extrakt vzork. Navážky 
píslušných  materiál jsou uvedeny v tabulce 17. 
Obsah redukujících sacharid byl vypoítán z regresní rovnice 6.2 (viz. kapitola 
6.3.3). Jako standard byl použit roztok glukosy o koncentraci 100 µg / ml. Získané hodnoty 
neutrálních sacharid vypoítané podle rovnice 6.2 (viz. kapitola ) jsou uvedeny v tabulce 20.  
 






pohankové vloky 191,69 ± 15,09 292,53  ± 12,36 413,78 ± 22,3 
pohankové slupky 37,66 ± 4,34 159,56 ± 17,74 66,21 ± 1,84 
pšeniné otruby termizované 356,41 ± 37,73 214,25 ± 2,51 172,79 ± 10,29 
pšeniné otruby 365,89 ± 10,79 369,96 ± 27,22 311,16 ± 6,63 
kaše pšeniná celozrnná 2222 ± 84,49 325,41 ± 11,95 288,96 ± 5,97 
ovesné otruby 336,45 ± 12,52 327,48 ± 19,07 469,21 ± 22,99 
ovesné vloky 1521 ± 11,28 955 ± 17,82 975 ± 7,9 
mouka 1110 ± 17,22 1035 ± 16,52 971,5 ± 8,75 
špaldová kaše 499,37 ± 2,59 209,39 ± 20,33 320,72 ±  9,13 
jablená vláknina 197,66 ± 14,19 532,25 ± 15,99 99,38 ± 6,06 
jablka 2530 ± 16,79 2981 ± 22 2715 ± 17,44 
mláto 1085 ± 63,67 877 ± 32,21 622 ± 3,87 
syrovátka 2089 ± 34,46 1213 ± 42,36 1641 ± 23,71 
melasa 6773 ± 29,87 7131 ± 93,3 6488 ± 67,72 
bramborové slupky 405,27 ± 42,62 892,93 ± 9 298,92 ± 6,73 
tstoviny vajené 529,28 ± 12,57 467,5 ± 15,68 358,3 ± 6,48 
 





















































































































Graf 9: Obsah neutrálních sacharid ve vodných extraktech vzork, mg / 100 g vzorku 
 
Množství neutrálních sacharid ve vodných extraktech vybraných vzork se 
pohyboval v rozmezí od 37,66 mg do 6773 mg / 100 g vzorku. Nejvyšší hodnoty byly 
nameny v extraktech vzork melasy, syrovátky, jablek, pšeniné celozrnné kaše nebo 
















































































extrakce 50% ethanolem extrakce 80% ethanolem
 
 

















































extrakce 50% etanolem extrakce 80% etanolem
 
 
Graf 11: Srovnání množství neutrálních sacharid v ostatních vybraných vzorcích po extrakci 
50% a 80% etanolem 
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Obsah neutrálních sacharid pi extrakci vzork 50% etanolem se pohyboval 
v rozmezí od 159,56 mg do 7131 mg / 100 g vzorku. Nejnižší hodnoty byly zjištny u 
pohankových vloek a slupek. Vysoký obsah neutrálních sacharid byl zjištn u melasy, 
jablek nebo syrovátky. Pi extrakci vzork 80% etanolem se množství neutrálních sacharid 
pohybovalo od 66,21 mg do 6488 mg / 100 g vzorku. Nejmenší obsah redukujících sacharid 
vykazovaly vzorky pohankových slupek, jablené vlákniny a termizovaných pšeniných 
otrub. Nejvyšší hodnoty byly zjištny u melasy, jablek a syrovátky.  
Srovnáním zjištných hodnot neutrálních sacharid u všech extrakt mených 
vzork je patrné, že nejlépe se za daných podmínek extrahovaly vzorky zejména melasy, 
syrovátky, tedy materiál snadno rozpustných v extrakním inidle a erstvých jablek.  
 
Po promení extrakt metodou na redukující a neutrální sacharidy byly namené 
hodnoty pro jednotlivé materiály porovnány. V pípad extrakce vodou byly u sedmi z 
analyzovaných materiál hodnoty redukujících sacharid vyšší nž hodnoty namené pro 
neutrální sacharidy. U alkoholických extrakt tato situace nastala u pti (u extrakt 50% 
etanolem), resp. ty (u extrakce 80% etanolem) materiál. U ty materiál - pohankových 
slupek a vloek, mláta a vajených tstovin byly hodnoty redukujících sacharid vyšší než 
hodnoty celkových sacharid u všech typ extrakce. 
Ob metody lze považovat za spíše vícemén orientaní, jak metoda pro redukující 
sacharidy tak metoda ke stanovení celkových sacharid mají urité limity, které mohou 
ovliv	ovat stanovení. 
 V grafech 12, 13 a 14 je znázornno srovnání hodnot redukujících a neutrálních 




















































































































množství redukujících sacharid množství neutrálních sacharid
 
 
Graf 12: Srovnání množství redukujících a neutrálních sacharid u vodných extrakt, mg / 





















































































































množství redukujících sacharid množství neutrálních sacharid
 
 
Graf 13: Srovnání množství redukujících a neutrálních sacharid u extrakt 50% etanolem, 








































































































množství redukujících sacharid množství neutrálních sacharid
 
 
Graf 14: Srovnání množství redukujících a neutrálních sacharid u extrakt 80% etanolem, 
mg / 100 g vzorku 
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 Z celkových výsledk je patrné, že u vtšiny materiál lze pomocí použitých 
kolorimetrických metod rámcov posoudit zastoupení celkových polysacharid a podíl 
redukujících cukr na této hodnot, což mže být využito k bližší charakterizaci složení 
daného materiálu a pedpokládaného zastoupení využitelných cukr. V další sérii 
experiment byly analyzované materiály podrobeny hydrolýze a v hydrolyzátech byl 
analyzován obsah a zastoupení mono- i oligosacharid.  
 
6.6 Analýza reálných cereálních vzork a vybraných potravináských 
materiál po kyselé hydrolýze 
6.6.1 Analýza hydrolyzát metodou HPLC 
Všech 16 reálných vzork obilovin a nkterých odpadních potravináských materiál 
bylo hydrolyzováno pomocí 4M HCl po dobu 8 hodin. Odbry byly provádny v rzných 
asech, a to po jedné, dvou, ty a osmi hodinách od zaátku hydrolýzy. Metodou HPLC/RI 
byly sledovány zmny koncentrace monosacharid arabinosy, xylosy, manosy, fruktosy, 
glukosy a galaktosy v  prbhu hydrolýzy. Výsledky jsou shrnuty do tabulek 21 - 24, 
v grafech je znázornno porovnání obsahu jednotlivých sacharid po 2. a 8. hodin 
hydrolýzy pro jednotlivé materiály.  
 
sacharid 
(mg / 100 g) 





glukosa  0 N N 1126,32 
 1 2511,01 4653,98 16320,8 
 2 2816,98 5532,81 21432,7 
 4 3116,89 6073,52 21770,9 
 8 3542,25 4916,17 22046 
 
Tab. 21: Obsah glukosy ve vzorcích jablek, bramborových slupek a bílé mouky v prbhu 




(mg / 100 g) 
odbr v ase t 
(hod) 
syrovátka melasa jablená 
vláknina 
arabinosa 0 N N N 
 1 N N 752,01 
 2 N N 1027,86 
 8 N N 682,38 
fukosa 0 N N N 
 1 153,83 N N 
 2 185,37 N N 
 8 292,27 N N 
fruktosa 0 N N N 
 1 N 3816,38 968,79 
 2 N 2280,1 1147,08 
 8 N N 994,94 
manosa 0 N N N 
 1 N N 1003,91 
 2 N N 1564,59 
 8 N N 1145,78 
glukosa 0 2420,23 1238,56 N 
 1 16007,19 13249,19 5097,28 
 2 16852,04 11254,34 6767,27 
 8 15990,17 10174,43 4258,85 
galaktosa 0 2553,48 N N 
 1 15994,44 N 2670,43 
 2 20096,16 N 4120,63 
 8 22041,79 N 2342,4 
 





(mg / 100 g) 
odbr 











arabinosa  0 N N N N N 
 1 N 341,96 N N 114,21 
 2 708,58 637,14 N 81,13 456,01 
 4 N 855,78 705,49 501,68 751,66 
 8 N 1526,54 1401,25 558,03 417,55 
xylosa 0 N N N N N 
 1 N 743,74 N N 1104,91 
 2 815,69 1760,2 N 357,83 1648,21 
 4 N 2670,11 1736,45 2498,47 829,63 
 8 1687,07 3700,15 359,03 1430,85 N 
glukosa 0 N N N N N 
 1 7769,09 1549,65 22052,67 12444,47 25715,85 
 2 18273,62 2779,24 24027,57 13668,65 20229,06 
 4 18526,79 3144,53 18912,76 20780,79 20966,67 
 8 18929,57 3489 15756,14 18855,96 13135,22 
 
Tab. 23: Obsah arabinosy, xylosy a glukosy ve vzorcích vajených tstovin, pohankových 
















































Graf 16: Srovnání obsahu arabinosy, xylosy a glukosy po osmé hodin hydrolýzy 
 
sacharid 
(mg / 100 g) 
odbr 












arabinosa  0 N N N N N 
 1 N N 1051,13 242,43 535,22 
 2 212,96 N 1097,68 818,05 809,9 
 8 230,53 449,33 1004,31 723,2 1060,56 
xylosa 0 N N N N N 
 1 615,91 N 495,4 1320,95 1004,49 
 2 634,76 N 737,19 2401,96 1352,52 
 8 115,79 830,38 1898,99 2071,51 2256,5 
manosa 0 N N N N N 
 1 N N N N 1215,36 
 2 N N N N N 
 8 479,49 342,22 1123,01 N 1246,98 
glukosa 0 1497 1685,39 1158,99 1489,71 N 
 1 15019,12 18929,9 29340,6 11914,64 8880,97 
 2 15678,1 23518,8 31780,7 23841,46 15068,7 
 8 13354,43 12930 10569,3 6194,19 21533 
 
Tab. 24: Obsah arabinosy, xylosy, manosy a glukosy v ovesných vlokách a otrubách, 
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Graf 18: Obsah arabinosy, xylosy, manosy a glukosy po osmé hodin hydrolýzy 
 
Ve všech uvedených materiálech byly stanovovány monosacharidy uvolnné pi 
kyselé hydrolýze. U všech materiál došlo bhem hydrolýzy k uvolnní glukosy, xylosy a 
arabinosy. dalšími monosacharidy, které se vyskytovaly v menším množství v nkterých 
materiálech byly fukosa (syrovátka), fruktosa (melasa, jablená vláknina), galaktosa 
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(syrovátka, jablená vláknina) nebo manosa (ovesné vloky, pšeniné otruby, jablená 
vláknina). U nkterých materiál došlo v prbhu hydrolýzy ke snížení koncentrace zejména 
glukosy, ale i nkterých dalších monosacharid, a to hlavn po osmé hodin hydrolýzy. Tato 
skutenost mže být nejpravdpodobnji zpsobena skuteností, že se dané hydrolyticky 
uvolnné monosacharidy v pítomnosti silné kyseliny dále dehydratují na furfural (v pípad 
pentos) nebo 5-hydroxymethylfurtfural (v pípad hexos), piemž hydroxymethylfurfural 
(HMF) neposkytuje odezvu u refraktometrického detektoru, a proto za daných podmínek 
mení není možno stanovit množství takto dehydratovaného sacharidu. 
Glukosa byla majoritním sacharidem uvolnným hydrolýzou všech analyzovaných 
materiál. Nejvtší obsah glukosy byl zjištn u obilných materiál, zejména u pšeniných 
otrub, a to již po dvou hodinách hydrolýzy. Naopak nejnižší množství bylo zjištno u 
pohankových slupek. Pohankové slupky byly naopak obsahov nejbohatší na arabinosu a 
xylosu, jakožto sacharidy, vyskytující se pevážn v hemicelulosách a pentosanech. Tyto 
polysacharidy jsou pítomny hlavn v obilných zrnech a jsou souástí bunných stn. Proto 
se oba tyto monosacharidy ve vyšším množství vyskytovaly také v pšeniných otrubách, ale 
také nap. v mlátu. Monosacharid manosa se vyskytoval v pšeniných a ovesných otrubách, 
nejvyšší množství však bylo zaznamenáno v jablené vláknin a mlátu. Z ostatních 
monosacharid pak byla zaznaménána pítomnost malého množství fukosy v syrovátce, 
pítomnost fruktosy byla zaznamenána zejména v melase, ale také jablené vláknin a 
galaktosa se vyskytovala nejvíce v syrovátce a pak také v jablené vláknin.  
Získané výsledky umož	ují posouzení potenciální nutriní hodnoty hydrolyzovaných 
cereálních materiál, pokud by byla použita kyselá hydrolýza. Pi aplikaci tohoto postupu 
napíklad pi úprav odpad jako substrát pro mikoroorganismy je však teba uvážit krom 
potenciální energetické náronosti pi dlouhodobé hydrolýze i nutnost následné neutralizace 
a pípanou další úpravu materiálu, nap. pokud jde o obsah iont. 
Chromatogramy vybraných materiál jsou uvedeny v pílohách 14 a 15. 
 
6.6.2 Analýza hydrolyzát metodou TLC 
 
Pro analýzu vzork na tenkých vrstvách byly vybrány pouze nkteré ze vzork, které 
byly hydrolyzovány. K analýze monosacharid pítomných ve vzorcích bylo vybráno mláto, 
syrovátka, melasa, pohankové slupky, jablená vláknina a ovesné vloky.  
Stanovení sacharid uvolnných z materiálu pomocí tenkovrstvé chromatografie 
nebylo píliš pesné. Vzhledem k velmi podobným retenním faktorm jednotlivých 
sacharid, které jsou navíc pítomny ve smsi, ímž je konený výsledek také ovlivnn, lze 
zastoupení jednotlivých sacharid urit jen velmi orientan. U vzorku mláta lze usuzovat na 
pítomnost xylosy, arabinosy a glukosy, ve vzorku syrovátky, pestože byla skvrna vzorku 
pomrn hodn rozmyta, byla detekována glukosa a galaktosa. Dle intenzity zabarvení 
skvrny vzorku byly oba sacharidy v syrovátce ve vyšší koncentraci, ímž se i touto metodou 
orientan potvrdil úinek hydrolýzy stanovený pomoí HPLC/RI. U melasy se neprokázala 
pítomnost fruktosy, a také glukosu nelze odlišit od galaktosy. Stejn tak i u ovesných vloek 
lze z detekované skvrny vzorku urit pouze pítomnost arabinosy, glukosa ani xylosa nebyly 
rozpoznány. Z hodnocení vzorku ovesných vloek je patrné, že metoda TLC má omezení pi 
analýze zejména komplexnjších smsí a je pomrn obtížné jednotlivé sacharidy dobe 
oddlit. U vzorku pohankových slupek lze usuzovat na pítomnost malého množství 
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arabinosy a také glukosy, podle polohy skvrny však také na galaktosu, která však nebyla 
detekována pi soubžném stanovení vzorku slupek metodou HPLC/RI. U vzorku jablené 
vlákniny se metodou TLC nepodailo urit žádný z monosacharid, z polohy skvrny vzorku 
na chromatogramu se dala spíše usuzovat pítomnost nkterých di- a vyšších 
oligosacharid.  
Pro analýzu oligosacharid byly vybrány vzorky bramborových slupek, pšeniných 
otrub a melasy. Z tenkých vrstev šlo u vzorku brambor usuzovat na pítomnost glukosy a 
menšího množství maltosy. Pšeniné otruby pak krom vysokého množství glukosy, 
obsahovaly také maltosu a maltotriosu, ve velmi malém množství, dle intenzity zabarvení 
skvrn, které bylo sotva znatelné. Vzorek melasy byl stejn jako v pípad stanovení 
monosacharid velmi obtížný k posouzení. Pítomnost fruktosy nebylo z chromatogramu 
možno posoudit, detekována byla pouze sacharosa. Chromatogramy vzork jsou uvedeny 
v pílohách 16 a 17.  
 
6.7 Enzymová hydrolýza vybraných potravináských materiál 
 
V následující sérii experiment bylo provedeno srovnání efektu kyselé hydrolýzy a 
hydrolýzy vybraných cereálních materiál pomocí mikrobiálních enzym. Jako smsný 
enzymový preparát byl pipraven lyofilizovaný supernatant kultury Fusarium solani (viz. 
kapitola 5.2.8). Tento kmen je typický produkcí ady hydrolytických enzym typu amyláz, 
glykosidáz i celuláz. Vybrané odpadní materiály byly hydrolyzovány celkov po dobu sedmi 
dní, piemž jako významná doba psobení byl pedpokládán interval do 72 hodin. Bhem 
inkubace byl ve zvolených asových intervalech, 2, 24, 48, 72 a 162 hodin, odebrán vzorek 
jak z kontrolní série, tak i ze smsí s obsahem enzymového preparátu. Odebrané vzorky pak 
byly analyzovány metodou HPLC/RI a orientan také pomocí metody Somogyi-Nelsona na 
redukující sacharidy. 
 
6.7.1 Analýza enzymových hydrolyzát metodou HPLC 
Analýza vzork probíhala na kolon ZORBAX NH2, v mobilní fázi acetonitril-voda 
75:25 pi prtoku 1 ml/min. Eluce probíhala izokraticky pi teplot 25°C. Obsahy 
identifikovaných sacharid byly odeteny z kalibraních závislostí, sestrojených za použití 
daných standard (viz. tabulka 5).  
Jako první byl promen samotný enzymový preparát, u njž se dalo pedpokládat, že 
bude obsahovat urité množství sacharid nespotebovaných mikroorganismem bhem 
kultivace a které by mohly rušit stanovení. Zjištné hodnoty pak byly porovnávány 
s hodnotami namenými u jednotlivých enzymových hydrolyzát. Srovnání prbhu analýzy 
a množství sacharid v enzymovém preparátu a u vzorku tstovin je uvedeno v píloze 18. 
Enzymový preparát extracelulárních enzym vyprodukovaných plísní Fusarium solani 
obsahoval takovou sestavu enzym, že došlo u všech analyzovaných materiál k uvolnní 
jednoduchých sacharid. Pedevším se jednalo o glukosu, ale také o sacharidy uvolnné 
z hemicelulos a pentosan, tedy xylosu, manosu a arabinosu, které jsou soušástí bunných 
stn a jsou hojn zastoupeny v odpadních potravináských produktech (mláto, pšeniné 
otruby apod.). ásten došlo také k uvolnní maltosy ze škrobových substrát. Pírstek 
tchto sacharid byl po aplikaci enzymového preparátu sledován v ase. U všech vzork 
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docházelo k postupnému zvyšování koncentrace sacharid v dsledku hydrolýzy substrátu 
po dobu prvních pibližn 48 hodin. Poté došlo k dramatickému poklesu koncentrace 
zejména u glukosy, ale v menší míe také u nkterých dalších sacharid. Pokles koncentrace 
sacharid byl pravdpodobn zpsoben mikrobiální kontaminací vzork, která byla u vtšiny 
vzork pozorována poprvé práv po 48 hodinách od zaátku experimentu. U nkterých 
vzork byla pozorována plíse	, která pravdpodobn využila sacharidy vyskytující se 
v hydrolyzovaných vzorcích ke svému rstu. Je rovnž možné, že šlo o kontaminaci pímo 
plísní Fusarium solani, která byla producentem enzym. Pro pípadné použití enzymov 
hydrolyzovaných substrát je tedy zejm teba použít jednak membránovou filtraci 
k odstranní mikroorganism z média ped lyofilizací, pípadn lze hydrolyzované médium 
po urité dob prbhu enzymové hydrolýzy vysterilizovat. 
Ze všech použitých materiál se jako nejperspektivnjší jevila jablená vláknina. 
V tomto pípad došlo k výraznému nárstu pedevším glukosy, ale také manosy. Vajené 
tstoviny se po aplikaci enzymového preparátu jeví jako zajímavý zdroj arabinosy a xylosy, 
kdy došlo k jejich znanému nárstu, ale také u glukosy byl zaznamenán výrazný pírstek. 
Naopak jako substrát nevhodný pro zkoušený enzymový preparát se zdají být pšeniné 
otruby. V prbhu experimentu nebyl pozorován pírstek ani jednoho ze sledovaných 
sacharid. Tato skutenost mže být zpsobena vysokou pevností potravinové matice a tedy 
nízkou pístupností potenciálních substrát, pípadn i substrátovou specifikou 
hydrolytických enzym.  
Dalším ze substrát, který se jevil velmi perspektivn, bylo mláto. V tomto pípad 
však byla stanovení velmi výrazn ovlivnno kontaminací, nebo mláto spolen 
s pšeninými otrubami bylo kontaminováno nejdíve a také v nejvtší míe.  
Výsledky jsou shrnuty v tabulkách 25 - 28 a grafech 19 - 22, v nichž jsou pro ilustraci 
uvedeny i hodnoty po 7 dnech inkubace, pestože ponkud zkreslují celkové výsledky. 
Chromatogramy vybraných vzork po enzymové hydrolýze jsou uvedeny v pílohách 
19 a 20. 
 
Vajené tstoviny (g / 100 g vzorku) 
odbr arabinosa xylosa glukosa maltosa 
 kontrola enzym kontrola enzym kontrola enzym kontrola enzym 
2 hod. N N 0,31 4,28 0,89 47,72 2,81 2,53 
24 hod. N N 0,34 9,68 0,67 51,82 5,27 6,37 
48 hod. N 24,45 N 21,45 2,51 55,53 10,59 4,64 
72 hod. N 29,29 N 21,68 5,13 47,24 13,61 2,81 
162 hod. N 18,87 N 20,67 N 2,75 n n 
 




Celozrnná pšeniná kaše (g / 100 g vzorku) 
odbr arabinosa xylosa glukosa 
 kontrola enzym kontrola enzym kontrola enzym 
2 hod. N 13,13 N N 2,93 63,09 
24 hod. N 20,22 N 8,55 0,42 68,28 
48 hod. N 29,04 N 10,8 0,9 71,92 
72 hod. N 15,65 N 11,93 3,22 55,73 
162 hod. N 25,99 N 14,95 N 8,45 
 
Tab. 26: Množství sacharid uvolnných z materiálu v prbhu  enzymové hydrolýzy, N = 
nedetekováno 
 
Jablená vláknina (g / 100 g vzorku) 
odbr arabinosa xylosa manosa glukosa 
 kontrola enzym kontrola enzym kontrola enzym kontrola enzym 
2 hod. N 1,46 N 2,45 N 8,27 1,15 25,68 
24 hod. N 2,65 N 4,44 N 17,5 1,16 41,24 
48 hod. N 5,1 N 8,55 N 23,65 2,81 63,9 
72 hod. N 3,38 N 5,66 N 17,64 2,83 5,11 
162 hod. N 3,58 N 6 N 12,15 N 4,1 
 
Tab. 27: Množství sacharid uvolnných z materiálu v prbhu  enzymové hydrolýzy, N = 
nedetekováno 
 
Pšeniné otruby (g / 100 g vzorku) 
odbr arabinosa xylosa manosa glukosa 
 kontrola enzym kontrola enzym kontrola enzym kontrola enzym 
2 hod. N N N N N N 2,49 34,46 
24 hod. N 8,26 N 0,85 N 1,98 4,63 36,13 
48 hod. N 9,46 N 1,99 N 2,64 1,61 30,72 
72 hod. N 12,25 N 4,63 N 3,26 1,77 37,11 
162 hod. N N N N N 5,15 N 9,22 
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Graf 19: Zmna obsahu sacharid v enzymovém hydrolyzátu v ase u vzorku u vajených 
tstovin 
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Graf 21: Zmna obsahu sacharid v enzymovém hydrolyzátu v ase u vzorku jablené 
vlákniny 
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6.7.2 Analýza enzymových hydrolyzát metodou podle Somogyiho-Nelsona 
Vedle analýzy hydrolyzát metodou HPLC byly stejné vzorky zárove	 orientan 
analyzovány také metodou pro redukující sacharidy. Obsqah redukujících sacharid byl 
vypoítán z regresní rovnice 6.1 (viz. kapitola 6.3.3). Nejvyšší hodnoty vykazovaly vzorky pi 
odbru po 24 hodinách, poté se hodnoty zaaly snižovat. Získané výsledky jsou shrnuty 
v tabulce 29.  
 
materiál  kontrola (mg) hydrolyzát (mg) 
mláto odbr po 2 hod. 544,26 696,04 
 odbr po 24 hod 660,22 1543,85 
 odbr po 48 hod 1019,22 1300,13 
 odbr po 72 hod 249,59 548,15 
pšeniné otruby odbr po 2 hod. 469,48 669,19 
 odbr po 24 hod 702,6 2286,04 
 odbr po 48 hod 269,85 1839,57 
 odbr po 72 hod 57,76 503,15 
pšeniná celozrnná kaše odbr po 2 hod. 455,71 795,99 
 odbr po 24 hod 397,94 2192,87 
 odbr po 48 hod 795,08 1825,61 
 odbr po 72 hod 206,19 949,92 
jablená vláknina odbr po 2 hod. 500,82 701,69 
 odbr po 24 hod 630,01 2093,17 
 odbr po 48 hod 1138,23 1817,36 
 odbr po 72 hod 602,45 811,4 
vajené tstoviny odbr po 2 hod. 416,47 796,21 
 odbr po 24 hod 582,74 2318,44 
 odbr po 48 hod 1152,43 1799,54 
 odbr po 72 hod 495,53 937,27 
 
Tab. 29: Zjištný obsah redukujících sacharid ve vybraných materiálech 
 
Výsledky stanovení redukujících sacharid se nelišily od výsledk analýzy vzork 
metodou HPLC/RI. Nejvyšší hodnoty redukujících sacharid byly nameny ve vzorcích 
odebraných po 24. a 48. hodinách, u odbr po 72 hodinách došlo k výraznému poklesu 
obsahu sacharid vlivem mikrobiální kontaminace.  
Celkov lze konstatovat, že zavedené metody jsou vhodné k posouzení prbhu 
hydrolýzy sacharid a dále, že lze využít jednoduše pipravený mikrobiální smsný 
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Graf 23: Srovnání obsahu redukujících sacharid namených v enzymových hydrolyzátech 
a kontrolní sérii po 24 hodinách 
 
6.8 Analýza glykosid ve vybraných cereáliích a potravinách 
 
Cílem následující skupiny experiment bylo využít zavedené metody k podrobnjšímu 
stanovení obsahu sacharid pítomných v glykosidech, které byly podrobeny pedchozí 
kyselé hydrolýze. Pro analýzu byly vybrány vzorky pohankového medu, pohankových slupek, 
ovesných otrub  a dvou druh piv Gambrinus a Heineken. Glykosidy jsou velmi hojn 
zastoupeny ve všech typech cereálií, kde jsou cukry vázány zejména s adou rzných typ 
fenolických látek. Z toho dvodu byly také jako modelový systém použity standardní 
preparáty rutinu (glykosid) a kvercetinu (píslušný aglykon) a jako produkty hydrolýzy 
glykosid byly v testovaných materiálech sledovány jak sacharidy, tak i flavonoidy.  
Nejprve byl analyzován standard rutinu, a to ped kyselou hydrolýzou a po jejím  
ukonení (viz. kapitola 5.2.11.1). Sledován byl pírstek koncentrace kvercetinu a glukosy, 
uvolnných ze standardu rutinu hydrolýzou. Na chromatogramech 2 a 3 jsou znázornny 





Chromatogram 2: Standard rutinu po hydrolýze analyzovaný na kolon pro flavonoidy (viz. 




Chromatogram 3: Standard rutinu po hydrolýze analyzovaný na kolon pro sacharidy (viz. 
kapitola 5.2.11.2)  
 
Hydrolýza standardu rutinu probhla podle oekávání. Z chromatogram 2 a 3 je 
patrné, že se standard rutinu po hydrolýze ásten rozložil a došlo k uvolnní kvercetinu i 
glukosy. Po otestování experimentu s využitím standardu byly stejným zpsobem 
analyzovány i vybrané reálné vzorky a sledováno bylo zejména zvýšení obsahu sacharid a 
do jisté míry i zmna sestavy flavonoid po hydrolýze.  
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Pohankový med ped hydrolýzou obsahoval 27,97 g glukosy na 100 g medu. Po 
hydrolýze byly v medu detekovány fruktosa a glukosa. Po hydrolýze bylo zjištné množství 
glukosy pibližn 48 g na 100 g medu. Srovnáním hodnot ped a po hydrolýze lze usuzovat, 
že nárst koncentrace glukosy byl zpsoben jednak hydrolýzou glykosid, ale souasn také 
pravdpodobn hydrolýzou maltosy a sacharosy, které jsou v medu taktéž pítomny. 
Z chromatogarmu 4 je také patrné, že krom dvou již zmínných sacharid došlo po 
hydrolýze k nárstu koncentrace xylosy v medu. Jelikož analýza ped hydrolýzou neukázala 
v medu žádnou pítomnou xylosu, je zejmé, že se veškerý tento sacharid uvolnil z glykosid 




Chromatogram 4: Vzorek pohankového medu po hydrolýze 
 
U vzork pohankových slupek a ovesných otrub nebyl v pípad pohankových slupek 
ped hydrolýzou zaznamenán žádný obsah mono- i disacharid. Z ovesných otrub se 
uvolnilo pi píprav vzorku (viz. kapitola 5.2.11.1) malé množství glukosy, pibližn 45 mg 
glukosy z celkové navážky 3 g vzorku. Po hydrolýze byl jak u vzorku pohankových slupek tak 
i u vzorku otrub detekován nárst obsahu glukosy. Po hydrolýze bylo po pepotení na 100 g 
vzorku u pohankových slupek zjištno množství 5,54 g glukosy, která se bhem hydrolýzy 
uvolnila z materiálu, u ovesných otrub pak byl obsah glukosy 24,3 g na 100 g vzorku. Pro 
ilustraci by bylo možné porovnat hodnoty obsahu mono- a disacharid po 2 hodinách kyselé 
hydrolýzy, kdy u pohankových slupek bylo nameno množství 2,8 g glukosy a u otrub 15,7 









Chromatogram 6: Vzorek ovesných otrub po hydrolýze  
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Jako další typ reálných vzork byly analyzovány glykosidy ve vzorcích piva 
Gambrinus a Heineken. Výsledky jsou uvedeny v tabulce 30. 
 
 Gambrinus Heineken 
 ped hydrolýzou po hydrolýze ped hydrolýzou po hydrolýze 
rutin (µg/ml) 27,5 12,76 N N 
kvercetin 
(µg/ml) 0,094 0,236 N N 
glukosa 
(mg/ml) 1,4 4,44 1,15 3,99 
 
Tab. 30: Obsah rutinu, kvercetinu a glukosy ped a po hydrolýze vzork piv, N = 
nedetekováno 
 
Z výsledk zjištných u piva Gambrinus je zejmé, že zatímco obsah rutinu se po 
hydrolýze snížil pibližn dvakrát, koncentrace kvercetinu se naopak zvýšila pibližn 2,5 krát 
a koncentrace glukosy tikrát. Lze tedy pedpokládat, že kyselou hydrolýzou se za podmínek 
popsaných v kapitole 5.2.11.1 rutin hydrolyzuje a z nj se uvol	uje pvodn vázaný kvercetin 
a glukosa. U vzorku piva Heineken byla odezva flavonoid velice nízká ped hydrolýzou i po 
hydrolýze. Z pírstku koncentrace glukosy však lze usoudit, že i u tohoto vzorku jistá míra 
hydrolýzy glykosid probhla, avšak byly hydrolyzovány jiné deriváty nebo oligosacharidy. 
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6.9 Identifikace maltooligosacharid metodou LC/MS 
Pestože metoda HPLC/RI v pedchozích experimentech poskytovala uspokojivé výsledky 
zejména v oblasti analýzy mono- a disacharid, v nkterých pípadech by experimenty 
vyžadovaly detailnjší identifikaci zejména vyšších oligosacharid. Za tímto úelem byla 
testována možnost použití on-line HPLC/ESI/MS metody, tedy kapalinové chromatografie 
s hmotnostní detekcí [46]. Metoda byla použita na analýzu standardní smsi oligosacharid 
bez derivatizace i s derivatizací pomocí 1-fenyl-3-methyl-5-pyrazolonu. 




Obr. 12: Místa možného štpení sacharid pi tandemové hmotnostní spektrometrii [57] 
 
Na obrázku 12 jsou znázornna místa, kde mže docházet ke štpení sacharid 
psobením ionizace v rámci tandemové hmotnostní spektrometrie [57]. Nejastjší štpy 
jsou znázornny plnou linkou, tj. v míst spojení glukosových jednotek. Sacharidy se také 
mohou štpit na rzných místech pímo v rámci jedné molekuly glukosy, tyto typy štpení 
jsou na obrázku uvedeny perušovanou šipkou. 
V rámci experimentu byly podrobeny on-line kapalinové chromatografii s hmotnostní 
spektormetrií maltooligosacharidy isomaltotriosa, maltotetrosa, maltopentosa, maltohexosa a 
maltoheptosa. U všech oligosacharid podrobených fragmentaci se objevily v hmotnostním 
spektru píky odpovídající odštpení vody. Dalším typickým dceiným iontem byl iont 
odpovídající odštpení glukosové jednotky, který se objevil u všech oligosacharid 
s vyjímkou maltohexosy. Ta byla pravdpodobn velmi špatn ionizována, nebo se ve 
spektru nepodailo identifikovat prakticky žádné ionty, které by odpovídaly pedpokládaným 
hodnotám m/z naštpených fragment.  
Obecn jsou však hodnoty fragmentových pík velmi málo intenzivní, protože 
nederivatizované sacharidy podléhají ionizaci jen velmi málo a už intenzita parentálního píku 
je pomrn nízká. V tabulce 31. jsou pro jednotlivé oligosacharidy uvedeny oekávané 
hodnoty m/z fragment sacharid a k nim piazeny hodnoty (m/z) pík identifikovaných 
v hmotnostním spektru daných sacharid. Na chromatogramu 5 je uvedeno MS/MS 




Oekávatelné píky (m/z) Detekované píky (m/z) Intenzita pík 
505 505,27 3,23 + 003 
488 487,06 1,75 + 002 
445 445,02 9,40 + 003 
385 N N 
342 341,87 5,36 + 002 
326 N N 
283 283,66 2,87 + 002 
180 N N 
164 N N 
Maltotriosa 
Oekávatelné píky (m/z) Detekované píky (m/z) Intenzita pík 
505 504,77 3,29 + 003 
488 487,34 2,14 + 001 
445 444,90 7,80 + 003 
385 383,93 4,65 + 000 
342 343,00 1,04 + 003 
326 324,30 2,32 + 002 
283 283,49 2,68 + 002 
180 179,89 1,63 + 000 
164 N N 
Maltotetrosa 
Oekávatelné píky (m/z) Detekované píky (m/z) Intenzita pík 
667 666,77 8,35 + 002 
650 648,71 5,50 + 002 
607 607,07 9,85 + 001 
547 548,15 7,12 + 002 
504 N N 
488 489,25 1,80 + 002 
445 N N 
385 384,11 2,57 + 002 
342 344,09 1,85 + 002 
326 N N 
283 283,15 1,33 + 003 
Maltopentosa 
Oekávatelné píky (m/z) Detekované píky (m/z) Intenzita pík 
829 828,49 3,53 + 003 
812 811,32 1,20 + 003 
769 768,76 1,65 + 002 
709 N N 
666 667,52 9,87 + 001 
650 N N 
607 N N 
547 548,11 5,17 + 002 
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504 N N 
488 488,25 2,26 + 002 
Maltohexosa 
Oekávatelné píky (m/z) Detekované píky (m/z) Intenzita pík 
991 989,75 1,53 + 003 
974 974,52 8,70 + 001 
931 931,96 2,09 + 002 
871 N N 
828 N N 
812 N N 
Maltoheptosa 
Oekávatelné píky (m/z) Detekované píky (m/z) Intenzita pík 
1153 1151,67 1,07 + 003 
1136 1134,44 6,21 + 002 
1093 1092,74 3,85 + 001 
1033 1033,26 7,20 + 002 
990 N N 
974 973,76 4,31 + 001 
931 932,61 4,87 + 002 
871 872,84 1,00 + 001 
828 829,28 8,51 + 002 
812 812,56 2,68 + 002 
769 770,02 2,66 + 002 
709 N N 
666 666,00 3,87 + 002 
445 444,39 2,96 + 001 
 
Tab. 31: Hodnoty detekovaných dceinných fragment parentálních iont vybraných 






Chromatogram 5: MS/MS spektrum maltotetrosy 
 
Na chromatogramu jsou oznaeny píky odpovídající hodnotám fragment, na které 
se mohou sacharidy rozštpit pi MS/MS analýze. Pík s pomrem m/z 666,84 je parentální 
pík maltotetrosy. Dva nejintenzivnjší píky z celého spektra jsou 648,89 a 283,30. První 
z nich odpovídá odštpení molekuly vody z molekuly a je typický pro všechny analyzované 
oligosacharidy, druhý odpovídá fragmentu vzniklého odštpením maltotriosové jednotky 
z maltotetrosy.  
 
6.9.2 Identifikace derivatizovaných maltooligosacharid metodou LC/MS 
K derivatizaci sacharid byl využit 1-fenyl-3-methyl-5-pyrazolon. Derivatizace 
probíhala postupem popsaným v kapitole 5.2.12.2.  
Hmotnostní spektra roztok derivatizovaných sacharid vykazovala výrazn vyšší 
intenzitu než v pípad analýzy neutrálních oligosacharid, bohužel se však nepodailo 
identifikovat píky, které by odpovídaly hodnotám parentálních pík derivatizovaných 






Chromatogram 6: MS spektrum maltopentosy derivatizované PMP 
 
Všech pt nejintenzivnjších pík ve spektru se vzájemn odlišuje o hodnotu m/z 
pibližn 196. Tato skutenost byla pozorována u všech analyzovaných oligosacharid. Lze 
tedy pedpokládat, že pipravené vzorky mohly být v prbhu pípravy zneištny. Parentální 
píky sacharid byly ztraceny v šumu. Tento experiment nebylo možné dále optimalizovat, 
vzhledem k asovému úseku vymezenému pro diplomovou práci. V navazujících pracích 
bude možné tuto metodu dále rozvíjet, zjistit vhodné pomry derivatizaního inidla a 
koncentrace sacharid a optimalizovat podmínky derivatizace.  
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7 ZÁV	RY  
 
 Úvodní ást této diplomové práce se zabývala literární rešerší. Literární rešerše byla 
zamena na obecné informace o cereálních výrobcích a na jejich hlavní biologicky 
aktivní látky, zejména sacharidy a fenolické látky. Dalším problémem byly možné 
zpsoby stanovení sacharid, polysacharid a glykosid a zpsoby jejich detekce. 
 
 Pro experimentální ást bylo vybráno 29 reálných vzork zahrnujících rzné druhy 
obilných materiál, nkteré odpadní potravináské produkty, vzorky medu a piva a 
modelový polysacharid pullulan. Vzorky byly analyzovány spektrofotometrickými 
metodami pro stanovení redukujících a celkových sacharid, chromatograficky 
pomocí metod HPLC s refraktometrickou a UV detekcí a chromatografií na tekné 
vrstv. Pro detailnjší identifikaci sacharid byla testována metoda HPLC/ESI/MS. 
 
 V experimentální ásti byly nejprve zavedeny a optimalizovány analytické metody 
vhodné ke stanovení jednoduchých cukr, polysacharid a glykosid. Optimalizovány 
byly pedevším chromatografické metody - HPLC/RI a TLC. Optimalizace metody 
HPLC byla zamena na stanovení vhodného pomru acetonitrilu a vody v mobilní 
fázi a nastavení optimálního prtoku kolonou. Jako nejvhodnjší byla urena mobilní 
fáze acetonitril:voda 75:25 pi prtoku 1,0 ml/min pro analýzu mono- a disacharid a 
mobilní fáze acetonitril:voda 65:35 s prtokem 0,8 ml/min pro analýzu oligosacharid. 
Vyšší odezva všech analyzovaných sacharid a celkov lepší kvalita analýzy byla 
získána s použitím refraktometrické detekce ve srovnání se spektrofotometrickou.  
 
 V rámci optimalizace metody TLC byla testována ada vyvíjecích soustav pro analýzu 
mono-, di- a oligosacharid. Ze všech vyvíjecích soustav se jako nejlepší pro analýzu 
monosacharid ukázala sms ethylacetát-isopropanol-voda (3:2:1) a pro disacharidy i 
vyšší oligosacharidy sms butan-1-ol-ethanol-voda (5:3:2), kdy vyšší oligosacharidy s 
velmi blízkými retenními faktory byly viditeln separovány již pi dvojnásobném 
vyvíjení.  
 
 Další fáze experimentální ásti byla zamena na aplikaci optimalizovaných metod na 
reálné vzorky. Jako modelový polysacharid k ovení zavedených metod byl testován 
pullulan produkovaný extracelulárn mikroorganismem A. pullulans. Pullulan byl 
podroben enzymové hydrolýze pulluanázou a jako degradaní produkty byly metodou  
HPLC/ identifikovány sacharidy glukosa, maltotriosa a maltotetrosa. Degradace 
mikrobiálního sacharidu probíhala ponkud odlišn než hydrolýza standardního 
preparátu pullulanu, což se projevilo v odlišné distribuci štpných produkt vzniklých 
pi rzné koncentraci enzymu. 
 
 V další sérii experiment byly optimalizované metody aplikovány k analýze pírodních 
materiál s vysokým obsahem sacharid, a to vybraných vzork medu a piva. 
V analyzovaných medech byly identifikovány jako majoritní monosacharidy fruktosa a 
glukosa a disacharidy sacharosa a maltosa. Nejvyšší obsah fruktosy i sacharosy byl 
nalezen u luního kvtového medu, glukosa byla nejvíce zastoupena u medu 
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epkového a maltosa u medu maliníkového. Dominantním sacharidem u všech 
analyzovaných vzork byla glukosa. Ve vzorcích piva bylo identifikováno celkem 8 
rzných sacharid. Pivo obsahovalo vysokou koncentraci zejména 
maltooligosacharid - maltosy, maltotriosy a maltotetrosy, a také glukosy. Získané 
výsledky potvrzují, že zavedená metoda HPLC/RI je vhodná pro identifikaci a 
kvantifikaci sacharid v biologických materiálech a odpovídá pvodu a 
pedpokládanému složení komplexních vzork.  
 
 Dále byly zavedené analytické metody aplikovány k analýze vybraných cereálních 
výrobk, které pohou být považovány za odpady z potravináských výrob a 
zpracování rostlinných výrobk. Nejprve byly vybrané materiály extrahovány vodnými 
roztoky alkohol v rozmezí koncentrace 0-80% a stanoveny redukující a celkové 
sacharidy pomocí spektrofotometrických metod. Nejnižší obsah redukujících a 
celkových sacharid byl nezávisle na zvoleném extrakním inidle zjištn u vzork 
špaldové kaše, pšeniné celozrnné kaše a pohankových slupek, naopak velmi 
vysoké hodnoty vykazovaly materiály jako mláto, melasa nebo jablená dr. Obecn 
lze íci, že každý typ potravináské matrice vyžaduje individuální extrakní postup pro 
analýzu redukujících a celkových sacharid. 
 
 V rámci další série experiment byl analyzován obsah a zastoupení mono- a 
oligosacharid v cereálních materiálech podrobených kyselé hydrolýze po dobu 8 
hodin. Pomocí HPLC/RI byly sledovány zmny koncentrace zejména monosacharid 
arabinosy, xylosy a glukosy, u nkterých materiál také manosy, fruktosy a galaktosy. 
Nejvyšší obsah glukosy byl zjištn u obilných materiál, hlavn u pšeniných otrub, 
bohaté na arabinosu a xylosu byly pohankové slupky, pšeniné otruby a mláto, 
manosa byla ve vyšším množství stanovena u jablené vlákniny a mláta. Hydrolyzáty 
byly kvalitativn analyzovány i pomocí TLC, toto stanovení však poskytlo pouze 
orientaní výsledky, ponvadž s ohledem na velmi blízké retenním faktory 
jednotlivých sacharid nebylo možné identifikovat složení komplexnjších smsí.  
 
 Vliv kyselé hydrolýzy na degradaci komplexních sacharid byl srovnán s efektem 
enzymové hydrolýzy. K vodným extraktm vybraných 5 materiál (jablená vláknina, 
pšeniné otruby, vajené tstoviny, celozrnná pšeniná kaše, mláto) byl pidán 
pírodní smsný enzymový preparát pipravený z plísn Fusarium solani. 
V pravidelných asových intervalech byly sledovány zmny složení mono- a 
disacharid metodou HPLC/RI a obsah redukujících sacharid. V prbhu enzymové 
hydrolýzy došlo k degradaci materiál a uvolnní monosacharid podle typu 
cereálního materiálu. Degradace jablené vlákniny vedla k významnému nárstu 
glukosy a manosy, zatímco hydrolýzou tstovin  se uvolnila arabinosa a xylosa. 
Soubžné stanovení redukujících sacharid potvrdilo výsledky mení HPLC/RI, na 
jejichž základ lze využít jednoduše pipravený smsný enzymový preparát 
k pedzpracování odpadních substrát pro další biotechnologické využití.  
 
 Dále byly zavedené metody využity k analýze glykosid, zejména pítomných 
sacharid. Pro analýzu byly použity vzorky pohankového medu, pohankových slupek 
a ovesných otrub a piv Gambrinus a Heineken. Metoda byla otestována na 
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standardním glykosidu rutinu, ze kterého se psobením kyselé hydrolýzy uvolnil 
aglykon kvercetin a glukosa. U analyzovaných komplexních vzork došlo po 
hydrolýze ke zvýšení koncentrace pevážn glukosy a rovnž xylosy, což mohou být 
monosacharidy uvolnné jak z glykosid, tak i z pítomných oligo- a polysacharid, 
což jsou rovnž látky glykosidické povahy.   
 
 V rámci diplomové práce byla orientan testována rovnž možnost identifikace 
maltooligosacharid metodou LC/MS/MS. Vzorky byly analyzovány jednak pímo a 
rovnž s použitím derivatizaního inidla. Pi analýze samotných oligosacharid se 
podailo identifikovat nkteré typické píky odpovídající odštpení konkrétních struktur 
(vody, glukosy) z molekuly oligosacharidu, odezvy však byly pomrn slabé. Vzorky 
derivatizované PMP poskytovaly výrazn vyšší odezvu, avšak z asových dvod se 
v prbhu práce se nepodailo identifikovat  parentální píky sacharid a tato 
problematika bude dále ešena v navazující práci.  
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Píloha 8: Kalibraní závislost kvercetinu 
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